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Grohmann a le premier découvert, en étudiant l’action coa- 
gulante des microbes sur le sérum, cette action bactéricide du 
sérum sur laquelle M. Buchner a si fortement appelé l’attention. 
L‘idée préconcue de la forte résistance des spores a empéché ce 
dernier d’étudier l’action bactéricide du sérum sur ces formes de 
résistance. Lubarsch a montré ensuite par l’expérience que cette 
action était nulle. Peckelharing a trouvé plus tard que le sérum 
normal de Japin et de chien tuait en peu de temps les bacilles et 
les spores du bacille charbonneux. Puis ses données furent 
contestées par Trapeznikoff, Sanarelli, confirmées au contraire 
par Leclef', qui a vu les spores du bacille de la pomme de terre 
et du subtilis, si résistantes par ailleurs, périr rapidement au 
contact du sérum de lapin. 

On peut reprocher a ses expériences, de méme qu’a celles de 
Peckelharing, de n’avoir pas été assez prolongées. Ce n’est pas 
parce qu’un ensemencement reste stérile au bout de 24 heures 
qu’on peut conclure que les semences sont mortes, Un autre 
reproche est de n’avoir pas séparé l’action du sérum in vitro et 
dans l’animal vivant. Onsait qu'il y a, dans le sérum tiré du corps, 
des substances mises en liberté & la suite de la destruction des 
leucocytes, et qui n’existent pas dans le sang circulant. 

Comme d’un autre cdté Wyssokowitch? a vu les spores du 

4. La Cellule, v: 1894, p. 349. 


2. Zeitschrift fur Hygiene, 1. - 
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bacille du foin, injectées dans les veines d’un lapin, persister 
2 ou 3 mois dans les organes parenchymateux, tandis que les 
formes bacillaires périssent rapidement, il y a sur ce sujet des 
contradictions et des obscurités telles que j’ai cru devoir le 
reprendre, en séparant les essais in vitro et les expériences sur 
Vanimal vivant. 


I. — EXPERIENCES IN VITRO 


Une vieille culture, sur gélose, du bacille du foin, sert a 
ensemencer un tube de bouillon qu’on chauffe a 100°, pour 
éliminer les formes végétatives et répartir également les spores 
dans le liquide. Une anse de platine de ce bouillon est portée 
dans des tubes de sérum de lapin, qu’on meta l’étuve a 37°. 
D’autres tubes de sérum sont ensemencés de méme aprés chauf- 
fage a 60° et servent de témoins. Le nombre des microbes, aprés 
des temps variables, est déterminé au moyen de la méthode des 
plaques de Pétri. Voici, pour quelques expériences, les nombres 
de colonies données par ces plaques. 


I, — 2c. c. sérum de lapin, vieux de 3 jours. 
Aprés l’ensemencement colonies innombrables. 
2h 3/4 aprés 50 colonies 


Ane 20. — 
Rhy es Oa 
2ihy = colonies innombrables. 


Le sérum était limpide & ce moment, avec un dépot de bacilles au fond. 


Il. —a. — 4c, c. sérum de lapin. 
Apres l’ensemencement T. nomb. colonies. 
2h apres — 


yA = 

Cine environ 50 colonies, 
24, 48h apres 0 

3, 5, 7 jours aprés 0 

8 jours environ 300 colonies. 
10, 44 jours aprés 0 


Le sérum est déja limpide aprés 24 heures. Il se trouble de nouveau le 


10¢ jour, mais pas par des bacilles. 


Bp. — Méme expérience, sérum chauffé a 600, 


Aprés l’ensemencement 
2, 4, 6, 24h apres 
2 et 14 jours aprés, 


T. nomb. colonies 


— 


Le serum est troublé aprés 24 heures par la culture, 
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Ill. — 4c. c. sérum de lapin frais, ensemencés en méme temps sur des 
plaques de Pétri et dans des tubes de bouillon, 
bouillon plaques 
Aprés l’ensemencement cult. t. abond. cult. t. abondante 
Aprés 3 heures — = 
5h Pas de cult. cult. abondante 
24h culture moyenne 
48h 3, 4, 5 jours — Pas de dévelop, 
7 jours voile (ap. 4 jours) —_ 
9 jours —_ = 


10, 12, 46, 21, 35 jours, pas de cult. = 
Le sérum donne aprés 24 heures un dépot floconneux et ne change plus 
d’aspect. Le 14¢ jour, trouble de nature non bactérienne, 


IV. — 2c. c. sérum de cheval, vieux de 3 jours. 
Aprés l’ensemencement forte cullure 
2h45 apres cult. moins abond. 
4h — 15 colonies 
Q4nh =f (ee 
48h — culture abond. 
96h — 3 colonies 
5 jours cult. trés riche 


Le sérum était limpide au bout de 24 heures, et surnageait des grumeaux 
qui, au bout de 5 jours, donnérent un nouveau développement. 


V. — 4c. c. sérum de cheval frais. 
Aprés l’ensemencement 9 colonies 
4" aprés 
it == 
AA ae 
5h 1/2 
24, 48, 96h 


oS & & CO 
| 


Le sérum normal ensemencé avec des spores de b, subtilis 
peut donc devenir complétement stérile au bout de quelque 
temps. 

Quant a savoir si ces spores sont tuées a l'état de spores, ou 
bien si elles sont détruites aprés s’étre développées en bacilles, 
nos expériences ne disent rien a ce sujet. 

Aussi les avons-nous complétées par des préparations 
microscopiques que nous étudierons plus bas, 

Il résulte aussi de nos expériences que le pouvoir bactéricide 
n’est pas également efficace dans toutes les circonstances. Avant 
tout, la quantité des germes ensemencés joue un rdle impor- 
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tant. Si cette quantilé est trop grande, il se forme un dépdt, mais 
suivi d’un développement ultérieur de bacilles. 

Quoi qu’il en soit, nous voyons que le résultat négatif d’une 
culture aprés un contact de 24 heures ne permet pas de con- 
clure & la mort des bacilles, ainsi que lont soutenu Leclef, 
Pekelharing et Buchner. Ainsi, en III, il yaeu culture en bouillon 
apres 7 jours de contact entre le sérum et les spores. Un tres 
erand nombre de spores ont été anéanties de suite par le sérum: 
les plus résistantes ont été simplement retardées dans leur 
développement. Mais elles étaient déja altérées, car le voile 
qu’elles formérent dans le bouillon ne se développa qu’au bout 
de 4 jours d’étuve. 

Il n’est pas possible d’attribuer la destruction des bacilles 
uniquement au changement du milieu, car d’abord les spores 
sont trés résistantes a ces influences; puis elles se développaient 
dans les tubes de sérum chauffé. 

Il faut done admettre la présence de substances bactéricides 
dans le sérum normal, du moins pour ce qui concerne nos 
expériences in vilro. 

Quant au sérum chauffé, il s’y développa toujours une cul- 
ture abondante, mais jamais aussi riche que dans les cultures 
témoins en bouillon. Il semble done qu’a 60° les substances 
bactéricides du sérum sanguin sont fortement altérées, mais 
non détruiles. 

Je ne veux pas omettre de dire que le sérum normal, ense- 
mencé avec des spores de subtilis, se trouble au bout de 8 jours, 
méme lorsqu’il est absolument stérile. Ce trouble, qui peut donner 
lieu & un interprétation erronée, nest pas di au développe- 
ment des bactéries, mais a la formation d’un précipité indéter- 
minable par le microscope. 

Arriyons maintenant a la rapide diminution des germes sur 
les plaques, déja peu d’heures aprés l’ensemencement. Cette 
diminution n’est pas due a une destruction rapide, mais a des 
causes tout a fait différentes,’ qui résulteront de examen de nos 
préparations microscopiques. 

Préparations microscopiques. — Dans le sérum chauffé, la 
germination des spores se fait au bout de 3 ou 4 heures. On 
trouve des bacilles en petits amas de 30 ou 40 individus, mais 
point de microbes isolés. Au bout de peu d’heures, cette dispo- 
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sition en amas disparait complétement, et l'on trouve alors des 
bacilles tous isolés. 

Dans le sérum normal, si l’ensemencement est suffisant, la 
germination se fait au bout de 6 & 8 heures; et alors apparait la 
formation de petits amas, composés d’un nombre d’individus 
moins grand que dans le sérum chauffé, de 4 410 en général. Ce 
groupement en amas, a condition que l’ensemencement n’ait 
pas été trop abondant, persiste ct se retrouve méme au bout de 
8 jours. Si l’ensemencement est peu abondant, il est impossible 
de découvrir les bacilles dans le tube. 

Dans le bouillon, Ja germination débute déja au bout de 2 ou 
3 heures, mais ici les bacilles restent toujours isolés, sans 
former des amas. 

_ Avec l’exsudat péritonéal, le liquide d’cedéme obtenu par la 
ligature de Voreille du lapin, ou le liquide d’ascite humain, on 
trouve les mémes résultats qu’avec le sérum chauffé. 

Nous avons done ici affaire avec l’apparition de l’agglutina- 
tion, et comme on l’observe aussi bien dans des liquides bacté- 
ricides, que dans des liquides non bactéricides, nous voyons la 
une confirmation de la conception de Griiber, qui affirme l’indé- 
pendance de Vagglutination a légard des substances bactéri- 
cides, 

Les préparations microscopiques ne nous éclairent pas sur 
état des spores jusqu’au moment de la germination, 4 cause de 
leur trop petit nombre et de la difficulté de les retrouver. C’est 
pour cela que nous avons examiné ce qui se passe dans une 
goutte suspendue. 

En faisant un mélange a parties égales d’une émulsion de 
spores et de sérum, nous avons pu observer, immédiatement 
aprés l’ensemencement, de nombreuses spores isolées, en mou- 
vement moléculaire. C’était le méme aspect que nous offrait 
une goutte de bouillon ensemencée avec des spores. 

Déja une heure aprés, toutes les spores sont immobiles dans 
le sérum et disposées en petits amas qui sont formés de 5 a 8 indi- 
vidus. Maisil ne s’agit pas ici d’une véritable agglutination, car 
on ne remarque point un accolement des individus : on peut 
au contraire constater entre eux des espaces libres. 

Déja 3 heures apres Vensemencement, on trouve dans le 
sérum de nombreux bacilles nettement agglutinés, a coté des- 
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quels on peut encore distinguer des spores, Tout cela est encore 
retrouvé apres 24 heures. 

Dans le bouillon témoin il y a, 3 heures aprés l’introduction 
des spores comme 24 heures plus tard, une trés grande quan- 
tité de bacilles, tres mobiles et point en amas. 

Dans le sérum chauflé & 60°, il y a, comme dans le sérum 
ordinaire, d’abord une disposition des spores en amas; mais, au 
bout de 3 heures, la germination survient, avec forte pullula- 
tion des bacilles. L’agglutination disparait, et on ne trouve plus 
de spores. 

Le mélange a parties égales d’une émulsion de spores et de 
sérum n’est pas trés favorable a l'étude de ces processus, parce 
que, avec cette proportion, l’action du pouvoir bactéricide du 
sérum ne peut pas bien étre mise en évidence. Avec un ense- 
mencement plus faible (4 : 10), la formation d’amas de spores a 
Jieu en quelques minutes, le mouvement moléculaire cesse, et 
les spores restent dans cet état d’immobilisation pendant quelques 
heures sans germer. Tandis qu’en employant le sérum chauffé ou 
le liquide péritonéal normal, la germination se fait en 3 ou 
4 heures, le mélange étant dans le rapport de 1 : 10, celle-ci 
narrive qu’au bout de 24 heures ou méme plus tard si l’on se 
sert dusérum normal, 

Il est aisé de tirer des conclusions intéressanles de toutes 
ces expériences in vitro et de ’examen microscopique. 

Il est dabord évident qu’un certain nombre de spores de 
b. subtilis peut étre complétement stérilisé in vitro dans le sérum 
normal, 

Les spores sont longtemps empéchées de germer, et une fois 
qu’elles ont donné de jeunes bacilles, ceux-ci périssent, tués par 
action du sérum. Il ne s’agit done pas ici d’un pouvoir sporicide, 
mais seulement dune action bactéricide secondaire, qui a pour 
point de départ une influence génante du sérum vis-a-vis des 
spores. 

I] résulte, en second lieu, de nos expériences, que la diminu- 
tion frappante des spores qu'on observe quelques heures aprés 
lensemencement, ne témoigne pas de leur destruction complete, 
comme le pensent tous les auteurs. Elle est due plutot & ce que 
les spores s’accolent en amas, de sorte qu’en prélevant une 
soutte il est plus difficile d’en trouver, et d’autre part a ce qu'une 
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colonie sur plaque de Pétri ne correspond pas a un indiyidu, 
mais & un groupe de spores. 

M, Leclef n’a pas observé cette agglutination des spores. Il 
constata, il est vrai, la formation des groupes, mais seulement 
aprés leur germination et dans le sérum chaulfé. Ce phénomene 
Jui échappa complétement dans le sérum normal, quoiqu’il s’y 
montre encore plus clairement et y persiste plus longtemps. 

Agglutination. — Nous avons dit qu’en faisant ’examen en 
goutte suspendue, on voit les bacilles isolés et mobiles se mettre 
en amas au bout de 5410 minutes, si l'on ajoute un dixiéme 
du volume de sérum normal de lapin ou de cheval, ou de sérum 
chauffé, ou enfin de liquide péritonéal. 

Quelques bacilles seulement restent isolés et mobiles. De 
méme, dans un tube 4 essai, la culture s’agglutine et se 
dépose au fond. Nous n’avons pas essayé d’obtenir cette aggluti- 
nation avec une quantité plus petite de sérum, mais par contre 
nous avons vu que l’addilion de sérum, dans la proportion de 
1:4, produit ce phénoméne trés rapidement, et sous le micros- 
cope on peut observer de trés grands amas de bacilles. 

I! n’est pas aisé de décider si ce phénoméne doit étre envisagé 
comme l’ont fait MM. Gruber et Durham, c’est-a-dire comme 
une aclion spécifique du sérum vis-a-vis du b. subtilis, microbe non 
pathogéne. Il faudrait, pour y arriver, entreprendre encore 
d’autres expériences sur des microbes non pathogénes. Nous 
voulons encore mentionner que nous avons obtenu lagglutina- 
tion avec le bacillus prodigiosus, mais pas du tout avec la bactérie 
charbonneuse et le vibrion cholérique. 


EXPERIENCES SUR LES ANIMAUX 


On a injecté a des lapins une émulsion abondante de spores 
de b, subtilis dans la veine marginale de l’oreille. Cing animaux 
périrent aprés injection de 2 c. c. Tous supportérent celle de 
4 c. c. et augmentérent méme sans exception de poids. 
Ils furent sacrifiés 4 des intervalles réguliers, et leurs organes 
examinés au point de vue de leur contenance en b. subtilis. On 
enleva des fragments d’organes de la grosscur dune noix, on 
les broya avec du sable et de l'eau stérile dans un mortier, et 
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avec la bouillie ainsi obtenue, on fit trois plaques de Pétri, Voici 
les résultats : 
Lapin 4, sacrifié 8 jours aprés l’injection. Poumon, rate, foie, rein, 


moelle osseuse: masse de colonies de bacillus subtilis. Sang, stérile, 
Lapin 2 sacrifié 14 jours aprés l’injection, méme résultat en a 


—- 3 «= 3 semaines — = = 

ae Bayes ire fee ae = 

—- 5 — 2 mois colonies moins nomb, que 1. 

— 6 — 2 mois et demi quelques col. d. la rate, Rien 
ailleurs. 

- TFT — 3 mois et demi Tous les organes sont stériles. 


Il résulte de ces expériences que l’organisme n’est débar- 
rassé du b. subtilis quau bout de trois mois. 

Il s’agit maintenant de savoir si le subtilis éliminé de lorga- 
nisme en a disparu a l'état de spore ou de bacille, 

L’examen histologique des organes se prétant mal a lV’obser- 
vation des spores, la solution fut abordée par voie indirecte, 
Une partie de l’émulsion a servi a faire des plaques de gélose 
apres avoir été bouillie pendant une minute. . 

Les plaques qui devaient rester stériles, si ’émulsion d’or- 
ganes n’avait contenu que des bacilles, montrérent toujours un 
riche développement de colonies de subtilis, bien qu’a la vérité 
moins nombreuses qu’avec l’émulsion non bouillie. 

Nous n’en sommes pas moins autorisés a affirmer que les 
spores du bacillus subtilis peuvent séjourner trois mois dans 
lorganisme d’un lapin, et ainsi se trouvent confirmées les 
ateranions de Wyssokowitch. 

Comme nos expériences in vitro confirment d’un autre cété 
les conclusions de Leclef, nous nous trouvons en présence de la 
contradiction que nous avons déja signalée plus haut. Il existe 
cependant un moyen trés simple de la résoudre. Les expériences 
de Wyssokowitch, pas plus que les ndétres, ne concluent contre 
Vexistence du pouvoir bactéricide du sérum dans Porganisme 
vivant. Et cela pour les raisons suivantes. Nous avons vu que 
le sérum n’est capable de détruire qu’une certaine quantité de 
spores; c’est ainsi qu'une anse de platine, contenant trois milli- 
grammes dune riche émulsion de spures, doit étre ensemencée 
dans 1 c, c. de sérum de lapin pour qu’il en résulte une des- 
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truction complete. Il résulte de 14 que pour détruire 1 c. c. de 
émulsion (c’est la dose que nous injections dans les veines) il 
faudrait au moins 300 c. c. de sérum sanguin. Mais un lapin 
de taille moyenne ne renferme guére plus de 160 c. c. de sang. 
De telle sorte que Wyssokowitch et nous-méme avons injecté 
dans les expériences une quantité beaucoup trop grande de 
Spores pour pouvoir compter sur leur destruction par le sérum. 

En effet, en injectant 4 quelques lapins 1/6 dec. c. dans les 
veines, voici les résultats que -j’ai obtenus ; 

Lapin 8, tué au bout de 3 jours; dans le poumon, rate, foie, 
rein, moelle osseuse, abondante culture de subtilis; dans le sang, 
point. Lapin 9, tué au bout de 8 jours. Lapin 10, tué au baut de 
10 jours; tous les organes sont absolument stériles. 

Par conséquent, les spores disparaissent aprés un temps 
trés court, si leur quantité est convenable. 

On yoit par la que les résultats obtenus par M. Wyssokowitch 
ne contredisent nullement l’existence d’un pouvoir bactéricide 
du sang dans l’organisme vivant. Mais, d’autre part, ils ne le 
démontrent pas davantage. Au contraire, on peut toujours 
objecter que, dans ce cas, ce n’est pas le pouvoir bactéricide, 
mais l’action phagocytaire qui fait périr les spores. 

La démonstration directe du réle des phagocytes est extraor- 
dinairement difficile. Des expériences avec des petits sacs de 
collodion, contenant des spores et introduits dans la cavité péri- 
tonéale d’un lapin, nous ont donné des résultats peu décisifs. 

C’est pourquoi nous avons abandonné cette méthode, et 
nous avons prélevé aseptiquement sur l’animal vivant de la 
lymphe péritonéale que nous avons ensemencée de suite in vitro 
avec des spores. De nos expériences répétées ressort ce fait 
intéressant, que la lymphe péritonéale ne présente absolument 
aucun pouvoir bactéricide, pas méme in vitro. En effet, les spores 
s’y sont toujours développés abondamment et plus rapidement 
méme que dans le sérum sanguin chauffé a 60°, 

Dans le but de constater si les leucocytes sont bien les 
véhicules des substances bactéricides, et si ce sont eux qui 
communiguent ce pouvoir au sérum, nous avons entrepris 
lexpérience suivante. Nous avons injecté a un lapin 10 ¢, c. de 
bouillon stérile dans la cavité péritonéale. Par ce moyen, on 
provoque la formation d’un abondant exsudat stérile. 24 heures 
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aprés, on préléve aseptiquement de cet exsudat, et aprés avoir 
attendu 24 heures encore, pour que les leucocytes soient 
déposés au fond du tube a essai, on prélevait au moyen d'une 
pipette le diquide privé de cellules qui surnageait, et l'on ense- 
mengait avec lesspores de subtilis. Ce liquide a présenté un pouvoir 
bactéricide manifeste, tout aussi énergique que celui du sérum 
sanguin servant de témoin. Ce pouvoir bactéricide peut étre 
expliqué de deux fagons. On peut admettre, d’aprés M. Metch- 
nikoff, que les substances bactéricides ont diffusé in vitro hors 
des leucocytes; ou bien on peut penser qu’elles existaient déja 
dans l’exsudat chez l’animal vivant. Pour résoudre cette question, 
nous avons injecté une émulsion, trés riche en spores, directe- 
ment dans la cavité péritonéale d’un lapin. Nous avons retiré a 
divers intervalles, au moyen d’une pipette capillaire, une goutte 
d’exsudat pour examiner ce que devenaient les spores. Un 
animal qui en avait recu 3 c. c. mourait au bout de 8 jours. 
L’exsudat péritonéal, le foie, la rate donnaient d’abondantes 
cultures de subtilis. Au contraire, le sang était stérile. En regle 
générale, la quantité injectéc, 1,5 c. c. d’émulsion, fut toujours 
bien supportée par l’animal, 

L’exsudat retiré au bout de 8, 12, 24, 36 et 72 heures était 
toujours trés riche en leucocytes mono et polynucléaires. 

Les ensemencements donnérent sans exception des cultures 
pures et fort riches en subtilis, 


CONTRIBUTION A LETUDE DE LIMMUNITE 
VIS-A-VIS DU BACILLUS SUBTILIS 


Par te Dt PODBELSKY, bE Kazan 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoft. 


L’étude des moyens de défense de lorganisme animal contre 
lenvahissement des bactéries, et en particulier des spores, a une 
grande importance théorique et pratique. 

Nous nous sommes proposé d’étudier dans le présent travail 
ce qui se passe avec les spores d’un saprophyte assez répandu 
dans la nature, du bacillus subtilis, lorsqu’on Vintroduit dans le 
corps du lapin. La bibliographie de la question, que nous allons 
rapidement passer en revue, n’est pas bien riche. 

Fodor: ale premier montré que le sang de lanimal vivant 
tue les bacilles du foin. Il injectait dans les vaisseaux sanguins 
des lapins de trés grandes quantités de b. subtilis, et constatait 
chaque fois qu ils disparaissaient du sang au bout de 4 heures, 

Wyssokowitch’, cherchantle sort des microbes pathogénes et 
saprophytes introduits dans le systeme vasculaire des animaux 
a sang chaud, étudia aussi les spores du b. subtilis. 

En ensemengant des gouttes de sang sur plaques, ila vu que, 
déji 15 ou 30 minutes apres linjection, elles ne donnaient plus de 
cultures. Il sacrifiait ensuite des lapins a différents intervalles 
aprés injection intraveineuse, mélangeait des morceaux des 
organes avec de la gélatine qu’il coulait en plaques; ces derniéres 
donnaient des colonies qui étaient surtout nombreuses avec des 
morceaux de rate et de foie... Le sang du ceeur ne contenait 
jamais de spores. Chez un lapin sacrifié 78 jours aprés Vinjection, 
ona trouvé encore des spores vivantes dans la rate et le foie. 

4. Berichte aus Ungarn, von Frohlich. Bd. IIfS. 228, cité dans la thése de Tra- 


PEZNIKOFF : « Du sort des spores dans l’organisme animal », 4894, p. 5. 
2. W. Wyssoxowircu, Zeitschrift fiir Hygiene, Bd, I, 1886, p, 2-75. 
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Pour Wyssokowitch, les moyens de défense de l’organisme 
contre les microbes résident dans l’endothélium des parois vas- 
culaires et dans les cellules du foie, dela rate et de Ja moelle 
des os. 

Trapeznikoff! introduisait des spores du bacillus subtilis dans 
lachambre antérieure de l’cil des lapins. En examinant les 
gouttes prélevées 17, 23 et 48 heures aprés, Vauteur trouvait 
des spores a l’état libre et dans les leucocytes, mais jamais il ne 
voyait ni bacilles, ni filaments. En ensemengant avec des spores 
des gouttes pendantes d’humeur aqueuse, il remarquait, déja 
18 heures aprés, l’apparition de quelques batonnets mobiles : ces 
derniers devenaient plus nombreux 48 heures aprés, et, en plus, 
ils donnaient naissance a des filaments. 

Le fait que les formes végétantes se rencontraient dans les 
parties périphériques de la goutte pendante fit conclure a l’au- 
teur que si, dans lachambre antérieure de l’ceil, les spores ne 
végétent pas, c’est parce qu’elles manquent d’oxygene. ; 

Dernitrement M. Leclef* a fait une série d’intéressantes 
observations, dans le laboratoire de M. Denys, concernant l’action 
sporicide du sérum de lapin en dehors de l’organisme sur les 
spores du bacillus subtilis et du bacille des pommes de terre. L’au- 
teur ensemencait le sérum normal avec un mélange de spores, 
et montrait que déja le lendemain le germe devenait stérile. 
L’examen microscopique du sérum ensemencé a montré que les 
spores donnent naissance a des bacilles, et que ces derniers sont 
tués par le sérum. 

Buchner a élabli les trois propriétés suivantes de la substance 
sporicide: 1° elle est détruite par chauffage a 60°, 2° elle manifeste 
son action en présence de certains sels, et 3° elle conserve son pou- 
voir quand on ajoute une certaine quantité de substances nutri- 
tives pour les microbes. En opérant avec le sérum dans les con- 
ditions indiquées, Leclef est arrivé ala conclusion que les sub- 
stances bactéricides et sporicides sont identiques. 

Les observations de Leclef établissent ce fait que le sérum 
jouit des propriétés sporicides in vitro, mais ne disent pas si ces 
propriétés sont propres au sérum dans l’organisme, et cependant 
les expériences de Wyssokowitch, décrites plus haut, laissent 


1. Trapeznikorr, Thése citée, 1891. 
2. Lecter, La Cellule, T. X, 1894, p. 349-375. 
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supposer que le plasma du sang vivant agit sur les spores autre- 
ment. 

Toutrécemment, M. Halban a étudié la fagon dont agit le sérum 
sur les spores du bacillus subtilis en dehors deVorganisme et dans 
Yorganisme méme; les résuliats auxquels il est arrivé sont 
exposés dans ce méme numéro des Annales. 

Si l’on met en regard les conclusions des auteurs dont nous 
venons de résumer les travaux, on ne tarde pas & constater qu'il 
y aune discordance. Pour Fodor, c’est Je sang tout entier qui 
défend lorganisme contre les microbes; pour Wyssokowitch, 
cest l’endothélium des vaisseaux et les cellules des organes, 
Leclef affirme que c’est le sérum. De sorte que la question de la 
défense de l’organisme contre les spores n’est pas encore bien 
assise. 

Nous nous sommes proposé de faire d’abord une étude. plus 
détaillée du sort des spores dans l’organisme, et ensuite d’obte- 
nir une race modifiée du bacillus subtilis pouvant résister au pou- 
voir bactéricide du sérum. 


ACTION DU SERUM DE LAPIN SUR LES SPORES EN DEHORS DE L ORGANISME 


Avant de passer aux injections des spores a des lapins, j’ai 
cru nécessaire de m’assurer del’action sporicide * du sérum frais 
normal in vitro. 

Le sang retiré de lartere carotide du lapin était recueilli 
aseptiquement dans un tube spécial, qu’on laissait pendant 
24 heures dans un endroit obscur et a la température de la 
chambre. Le sérum obtenu de cette fagon, limpide et clair, 
dépourvu des éléments figurés du sang, était distribué dans des 
tubes stériles par doses de 4 c. c. 

Pour!’ensemencement du sérum, on se seryait d’une émulsion 
de spores du bacillus subtilis en bouillon. Des voiles agés de 5 a 
7 jours, raclés de la surface de tubes de gélose non peptonisée, 
étaient soigneusemont disloqués dans 1 a 1,5 c. c. de bouillon 
ordinaire. Afin de tuer les formes végétatives, le tube a essai 
contenant le mélange était placé dans un bain-marie chauffé a 


4. Nous nous servyons ici et ailleurs de l’expression « action sporicide » pour 
abréger; en réalité, les spores végétent et donnent naissance a des bacilles qui, 


eux, sont tués par ‘le sérum, 
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l’ébullition pendant 3 a 4 minutes. Aprés refroidissement du 
bouillon, il se formait dans ses couches supérieures un mélange 
uniforme de spores. C’est le mélange obtenu de cette fagon qui 
servait & ensemencer le tube 4 sérum normal, 4 raison d’une 
anse pour 4c. c. Pendant tout le cours de !’expérience, l’on se 
servait de la méme anse qui contenait 3,000 spores, comme 
ont montré les ensemencements sur gélose dans les boites de 
Petri. 

Aprés Vensemencement du sérum avec le mélange des 
spores, nous mettions le sérum a l’étuve et en prélevions une 
anse a différents intervalles pour l’ensemencer sur gélose dans 
des boites de Petri. Ces derniéres restaient a l’étuve pendant 
24 heures et plus, puis on comptait le nombre de colonies déve- 
loppées. Les expériences concernant l’action sporicide du sérum 
ont été répétées plusieurs fois, et chaque fois les résultats étaient 
les mémes, comme !’on peut en juger par le tableau suivant. 


TEMPS 


Dans 
2 heures. 
Dans 
heures. 
Dans 
emaine, 
Dans 
emaines 


D’ ENSEMENCEMENT 


Immédia- 
tement 


Nombre des colo-|innomb 
nies. 


2A 


See he 
atlas 


=| © |e 


innomb. 


Il s’ensuit que le sérum frais tue les bacilles du foin dans 
1 ou 2 jours. Quant a Vaspect extérieur du sérum, il était, 
24 heures aprés l’ensemencement comme il l’était avant, clair et 
limpide; cela durait pendant 15 448 jours, aprés quoi la limpi- 
dité devenait moins franche; il se formait au fond du tube un 
petit précipité d’une couleur blanc grisatre; ce précipité agité 
se présentait sous forme de petits flocons et était formé des sels 
du sérum. 
Le sérum de trois jours manifestait les mémes propriétés 
que le sérum frais. L’action sporicide du sérum était nette seule- 
ment dans le cas ot la quantité de spores n’était pas trop consi- 
dérable. Si on prenait 3 anses du mélange des spores pour £c. c. 
du sérum ou 1 anse pour 2c. c., l’action sporicide ne s’observait 
que pendant les premiéres heures aprés l’ensemencement; au 
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bout de 24 heures, les spores donnaient naissance a des bacilles, 
lesquels poussaient déja facilement dans le sérum. 

Le sérum distribué dans des tubes 4 essai, en quantité de 
4 c.c., était soumis pendant une heure a 60° et était ensemencé 
apres avec une anse du mélange trés riche en spores. Dans tous 
les tubes, le sérum ainsi traité n’empéchait pas le développement 
des spores, ayant perdu tout a fait la propriété sporicide propre 
au sérum non chauffé, 

Mes expériences sont done en accord complet avec celles 
de Leclef et Halban, qui ont établi que le sérum normal frais des 
lapins a la propriété in vitro de tuer le bacillus subtilis, 

Une question se pose alors: la substance sporicide du sérum 
est-elle due au plasma sanguin, ou aux leucocytes qui, en se 
détruisant pendant la coagulation, laissent diffuser dans le sérum 
la dite substance? Il n’est guére possible, in vitro, de séparer 
Paction du plasma de celle des substances qu’y versent les leu- 
cocytes détruits. Pour résoudre ce probléme, il était indispen- 
sable de faire une série d’expériences én introduisant les spores 
dans l’organisme méme, et d’y étudier l’action du sérum. En 
plus, il était possible d’éliminer dans le corps de l’animal l’in- 
tervention d’un des facteurs indiqués, a savoir, les leucocytes, 
ce qu’on obtient en introduisant les spores protégées par une 
enveloppe quelconque, qui d’une part empéche l’accés des élé- 
ments cellulaires du sang, et, d’autre part, laisse librement passer 
les substances dissoutes dans le plasma. 


INTRODUCTION DES SPORES EN SACS EN ROSEAU DANS LA CAVITE PERITO- 
NEALE DES LAPINS 


La membrane qui tapisse la cavilé intérieure des roseaux 
fournit un récipient trés commode pour des spores, étant donné 
que la diffusion s’y accomplit trés suffisamment, comme nous 
le montrerons plus loin. Comme lieu d’introduction on s’est 
arrété a la cavité péritonéale, vu les dimensions des sacs et les 
conditions favorables a l’osmose. 

La technique de préparation des sacs n’est pas bien compli- 
quée. On laisse macérer pendant une heure des segments de 
roseaux dans de l’eau chaude; on les taille ensuite comme un 


432 - ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


crayon jusqu’a ce qu’on arrive a la membrane intérieure; on lie 
celle-ci 4 l'une des extrémités, et, & laide d’une fine baguette 
introduite dans V’intérieur du roseau, on pousse devant elle la 
membrane qui apparait & l'autre extrémité en forme de doigt 
de gant. Nous introduisions ensuite um petit tube en verre 
dans une extrémité des sacs précédemment obtenus, et dans 
Vautre une petite ampoule destinée a faciliter la manipula- 
tion, aprés quoi les susdits sacs étaient fortement liés 4 leur par- 
tie supérieure. On s’assure que le sac ainsi obtenu n’a pas de 
fissures quand, plongé dans l’eau, il ne se produit pas de bulles 
lorsqu’on souffle dans le sac 4 laide d’un tube. On remplissait le 
sac avec 1 ou 1,5 c. c. d’eau physiologique, on le plagait dans des 
tubes 4 essai contenant un peu d'eau, et on chauffait le tout a 
Vautoclave 4 145°. Avant d’introduire le sac dans la cavité péri- 
tonéale, on l’ensemengait avec une anse du mélange trés riche 
en spores (ce mélange était contenu dans du bouillon que l’on 
diluait avec trois fois son volume d’eau stérilisée) ; aprés l’en- 
semencement, on liait le sac avec un fil au-dessous du tube en 
verre, et on plongeait les deux extrémités du sac dans du collo- 
dion. 

Nous pratiquions la laparatomie chez des lapins en les 
endormant avec de l’éther. Aprés avoir enlevé les poils, nous 
désinfections la peau du ventre. Disons ici une fois pour toutes 
que, dans toutes nos expériences avec des animaux, nous pre- 
nions toutes les précautions possibles contre Vinfection. L’inci- 
sion de la peau le long de la ligne blanche avait 3 44 centimétres, 
celle du péritoine était deux fois moins longue. Nous introdui- 
sions le sac dans la cavité péritonéale; quant au fil attaché & son 
extrémité pourvue del’ampoule en verre, nous le gardions entre 
Ja premiere série des points de suture, pour avoir ultérieurement 
un point de repére pour retrouver le sac. 

Nous abandonnions le sac pendant 2, 3, 4,5, 7,10 et 15 jours. 
Dans les cas ot les sacs restaient dans la cavité péritonéale 
10 et 15 jours, nous les trouvions entourés d’une couche épaisse 
de leucocytes et fort comprimés; il était méme difficile de 
distinguer leurs parois de la couche leucocytaire, et aussi difficile 
de retrouver leur cavité. C’est pour cela que nous ne laissions 
pas les sacs dans le corps plus de 7 jours. Généralement le con- 
tenudes sacs, aprésl’extraction, était deux fois moins volumineux 
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que lors de leur introduction, ce qu'il faut mettre naturellement 
sur le compte de la diffusion de la solution physiologique. 

Apres avoir retiré le sac de la cavité péritonéale, nous bra- 
lions ses parois avec du fer rouge, et nous prélevions avec une 
pipette son contenu; ce dernier était ordinairement trouble et ren- 
fermait en suspension des flocons blanchatres. 

Le liquide ainsi obtenu nous servait pour faire une goutte 
pendante, faire une série de préparations colorées, et ensemencer 
un tube de gélose (avec une anse). 

Nous avons pratiqué la laparotomie a 8 lapins, dont deux ont 
recu dans la cavité péritonéale un second sac aprés l’extraction 
du premier. 

Dans tous les cas, examen du contenu du sac en goutte 
pendante a montré une grande quantité de bactéries et peu 
de filaments; on voyait aussi une quantité suffisante de 
spores. 

Sur les préparations séches, les bactéries se coloraient bien 
avec le bleu de méthyléne, et ne présentaient pas de formes 
anormales. Les ensemencements du contenu du sac sur gélose 
étaient toujours suivis d’une culture abondante du _ bacillus 
subtilis. 

A Vétat frais, aussi bien que sur préparations colorées, on 
pouvait observer un entassement de microbes en petits amas, 
c’est-a-dire des phénoménes d’agglutination. 

Nos recherches montrent done que dans le corps animal les 
spores, se trouvant a labri des leucocytes en méme temps que 
sous l’influence des substances diffusibles du plasma sanguin, 
ne s’arrétent point dans leur développement, donnent des 
bacilles, et ces derniers continuent a pousser dans le liquide du 
sac. 


LA DIFFUSION A TRAVERS LES PAROIS DE LA MEMBRANE DES ROSEAUX 


Afin de savoir sila diffusion a lieu a travers les parois des sacs, 
nous avons fait les expériences suivantes. Nous mettions des 
sacs contenant 1,5 4 2c. c. de sérum normal frais dans des 
tubes a essais, en les pliant préalablement en deux sous forme de 
U. Ces tubes renfermaient, dans une série d’expériences, de 

28 


434 ANNALES DE LIINSTITUT PASTEUR. 


Yeau physiologique; dans une seconde série, du sérum chauffé 
pendant une heure & 60°; dans la troisiéme série, de l'eau sté— 
rilisée. Les extrémités liées des sacs se trouvaient au-dessus du 
niveau du liquide dans les tubes. Nous avons mis ces derniers a 
étuve a 37° pendant 2, 3,4, 5jours, aprés quoi nous avons retiré 
aseptiquement le contenu des saes et Vavons transporté dans 
dautres tubes. Le sérum normal ainsi que le liquide qui a 
diffusé étaient ensemencés avec une anse du mélange riche en 
spores (bouillon dilué de trois vol. @eau), et les liquides ainsi 
ensemencés étaient mis 4 Vétuve pendant 24 heures. Nous en 


avons prélevé de chacun d’eux une goutte, apres les avoir agités 


nrealablement. pour en ensemencer des hoites de Petri. Les 
résultats d iode sontindiqués dans les tableaux ei-des- 
“oie. F.ac lic = yy , ynl diffusés mutuellement t raunis 
SOUS. i qu 5 Gui Se SONL ¢ uUSeS MULUEeLLeMeNE SONL PTeHDIS 


par une accolade y 


EXPERIENCE A. 


QUANTITS DUREB NOMBRE DE COLONIES 
NOM DU LIQUIDE i a as 
du liquide. |de la diffusion.| sur les plaques. 


Sérum normal AD UV ES Oe Oe 2 jours. 39 
Solution physiologique. iy Np) 2 jours. Grande quantiteé. 


Serum normal 3 jours. 41 
Solution physiologique. 2 3 jours. Grande guantité. 


{ Sérum normal 2 3 jours. 340 
Solution physiologique. 2 3 jours. Grande quantité. 


EXPERIENCE B. 


NOM DU LIQUIDE QUANTITE DUREE NOMDRE DE COLONIES: 
du liguide. jde Ja diffusion.) sur les plaques. 


Dc casietnnnisnenemeentnenimemmmmnemens eens 


(Serum) normal ene yeee eaCanGe 4 jours. 45 

{ Sérum chauffé........, 2 4 jours. Grande quantité. 

( Sérum BOUTS epee Ney 2 4 jours. 37 

{ Sérum chauffé......... Ay 4 jours. Grande quantité. 
Sérum Oriel tere 4A 5 jours. 150 
Sérum chauffé......... A 4\/2 5 jours. Grande quantité. 


oe 
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EXPERIENCE C. 


QUANTITH DURE NOMBRE DE COLONIES 


NOM DU LIQUIDE See 
eee du liquide. j|de la diffusion.| sur les plaques. 


{ Serum normal 3p ee 2 jours. 63 
| Eau stérilisée 2 jours. Grande quantité. 


{ Sérum normal 2 3 jours. Dill 
( Eau stérilisée 1 4/2 3 jours. Grande quantité. 


( Sérum normal 5 jours. 610 
( Hau stérilisée 2 5 jours. Grande quantité. 


Pour compléter les expériences indiquées dans le tableau C, 
nous avons pris 4 tubes 4 essai, dont chacun renfermait 2 c. ¢. 
du sérum normal frais et autant d’eau stérilisée, et nous les avons 
ensemencés avec le méme mélange de spores, apres quoi ils ont 
été mis alétuve pendant 24 heures. Dans chacun de ces tubes, 
on a ensuite prélevé une anse de platine pour en faire des 
plaques; les deux premiéres plaques n’ont pas donné de colonies, 
la troisiéme a donné 63 colonies et la quatriéme 100. I s’ensuit 
done que l'addition au sérum d'une quantité égale d’eau ne lui 
enléve pas la propriété sporicide, mais l’affaiblit un peu. 

En outre, nous avons plongé dans plusieurs tubes a essai, 
contenant de lVeau stérilisée, des sacs renfermant du sérum 
normal et pliés en deux en forme de U; nous avons mis le tout 
a Pétuve a 37° pendant 2 a 6 jours; puis, aprés avoir retiré les 
sacs, nous cherchions dans les tubes de l’albumine. Dans tous 
les cas, la réaction xanthoprotéique a donné un résultat positif, 
Pour nous assurer que l’albumine ne provient pas des parois 
mémes des sacs, nous avons placé, dans trois tubes a essai ren- 
fermant chacun 2 ¢. c. deau, des sacs vides, stériles; aprés 
3,4, S5jours de séjour a Pétuve, la recherche de Valbumine a 
donné un résultat négauf. 

Les expériences que nous venons d’exposer montrent que la 
substance sporicide du sérum contenu dans les sacs diminuait, et 
que Valbumine passait en partie dans [eau contenue dans le 
tube & essai; tout ceci permet de conclure que la diffusion de 
la substance sporicide a travers les sacs des roseaux est cer- 
taine, 
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INJECTION DES SPORES DANS LE TISSU SOUS-CUTANE 


Pour étudier les modifications que peuvent subir les spores 
mises directement dans le corps animal, nous avons injecté un 
mélange riche en spores (en solution physiologique) dans le 
tissu sous-cutané, dans la chambre antérieure de l’ceil et dans 
la cavité péritonéale. Nous avons injecté 1 a 4,5 c. c. du 
mélange (200,000 & 300,000 spores) sous la peau du ventre des 
lapins. 

Le lendemain, la peau, au lieu d'injection, était un peu rouge 
et cedématiée; ces phénoménes locaux persistaient pendant 3 a 
5 jours. Nous retirions l’exsudat formé dans le tissu sous-cutané 
au bout de 24, 48 et 72 heures, avec une pipette stérilisée, aprés 
avoir brilé préalablement la peau avec un fer rouge, et nous 
faisions une goutte pendante des préparations colorées (fuchsine 
et bleu de méthyléne), et enfin nous prélevions une goutte pour 
Vensemencer sur gélose, pour nous assurer de la vitalité des 
microbes retirés de l’exsudat. 

Au début, nous n’avons réussi 4 colorer les spores, dans 
les frottis provenant de l’exsudat, qu’en employant le procédé 
de Moller modifié. Aprés la fixation de la préparation sur la 
flamme dun bec de gaz, elle était traitée pendant 10a 12 minutes 
par lacide chromique 4 5 0/0, puis lavée a Peau; la lamelle 
était ensuite mise dans la solution de fuchsine de Ziebl, chauffée 
jusqu’a lébullition 15 & 20 minutes, puis décolorée pendant 
quelques secondes dans le chlorhydrate d’aniline a 2 0/0, lavée 
a lalcool, 4 Veau, puis colorée par le bleu de méthyléne. La 
préparation séchée était enfin incluse dans le baume de Canada. 
Ce procédé donnait une coloration trés belle et tras nette : les 
spores étaient colorées en rouge et les noyaux des leucocytes 
en bleu. 

Kn outre, nous avons essayé a plusieurs reprises le nouveau 
procédé de coloration des spores proposé récemment par 
M. Aladar Aueszky (Centralbl. f. Bacteriol., n° 8, 1898), qui se sert 
W@une solution chaude d’acide chlorhydrique & 2 0/0 comme 
‘mordant. Ce procédé, en dehors d’une petite économie de temps, 
ne présente pas d’autres avantages et nous l’avons abandonné. 

Kn examinant l’exsudat sur des préparations colorées, nous 
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avons constaté une grande quantité de spores; celles-ci se 
trouvaient surtout dans Vintérieur des mononucléaires, ot elles 
étaient au nombre de 3 4 15 et plus, tandis que dans les polynu- 
cléaires elles étaient plus rares : ordinairement on n’en ren- 
contrait quune ou deux; en plus on voyait quelques spores 
libres, en dehors des leucocytes. Dans la goutte pendante, c’est 
aussi dans les leucocytes qu’on observait des spores. Nous 
n’avons jamais constaté des batonnets. Dans l’exsudat retiré 
72 heures aprés, il y avait trés peu de spores ; au bout de 4 jours, 
il n’y en avait plus du tout. Les ensemencements des gouttes 
d’exsudat donnaient pendant les 3 premiers jours des cultures 
pures sur gélose : au bout de 4 jours ils restaient stériles. 

L’injection sous-cutanée des spores a 6té pratiquée sur 
10 lapins; sur ce nombre, trois nous ont fourni l’exsudat deux 
fois avec un intervalle de 24 heures. 

Les mémes lapins ont recu lVinjection des spores dans la 
chambre antérieure de? wil. La cornée était lavée & Veau stérilisée, 
puis piquée avec une pipette effilée, dans laquelle montait une 
quantité voisine de 1/6 de c. c. Vhumeur aqueuse, puis nous injec- 
tions, a l’aide dune aiguille de seringue, deux a trois gouttes 
(12-18000 spores) du mélange des spores. Le lendemain, la 
conjonctive était rouge, la cornée légérement trouble au voisi- 
nage de la piqtre, et dans |’lumeur aqueuse on voyait un petit 
trouble, des dimensions d’une téte d’épingle, qui augmentait 
et doublait en 3-4 jours. Les prises du liquide de la chambre 
antérieure étaient faites dans les mémes intervalles que pour 
lexsudat du tissu sous-cutané. Sur les préparations colorées, 
on a pu constater que les spores se trouvaient a Vintérieur 
des leucocytes, notamment des mononucléaires, tres rarement 
A l'état libre. L’examen en goutte pendante a confirmé les 
résultats obtenus avec les préparations colorées. L’ensemen- 
cement de ’humeur aqueuse sur la gélose donnait une culture 
abondante et typique au bout de deux jours de séjour a l’étuve. 

Au bout de trois jours, on trouvait déja peu de spores dans 
la chambre antérieure de l’ceil, et, au bout de quatre, lon ne 
pouvait plus constater la présence des spores ni par la coloration 
ni par lensemencement. Cependant le trouble persistait dans 
la chambre antérieure encore durant 10 jours et plus. 

Nous avons ensemencé plusieurs fois l’humeur aqueuse 
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normale avec des spores du bacillus subtilis. Aprés 16 heures de 
séjour 4 l’étuve, on pouvait déja voir des bacilles mobiles; apres 
28 heures, il y avait déji un grand nombre de bacilles et les 
filaments commengcaient & se développer ; aprés 48 heures, il n’y 
restait qu'une toute petite quantité de spores non transformées. 
Il s’ensuil done que ’humeur aqueuse ne posséde pas in vitro de 
propriétés sporicides. 


INJECTION DES SPORES DANS LA CAVITE PERITONEALE 


ws 


Nous avons injecté & plusieurs lapins 2,5 c. c. du mélange 
trés riche en spores dans la cavité péritonéale. L’exsudat retiré 
20-22 heures aprés était trouble, trés riche en leucocytes et en 
spores; ces derniéres se trouvaient le plus souvent et en grand 
nombre dans Vintérieur des mononucléaires, plus rarement des 
polynucléaires ; trés rarement elles étaient a l’élat libre. Les 
mémes résultats ont été constatés aprés 46 et 72 heures. 

Dans lexsudat retiré aprés 26 heures, il y avait trés peu de 
spores, exclusivement dans l’intérieur des leucocytes. 

Cing jours aprés injection, nous ne sommes pas parvenus a 
constater des spores dans l’exsudat péritonéal a peine trouble, 
ni par la coloration ni par ’ensemencement sur gélose, tandis 
que les 4 premiers jours, l’exsudat transporté dans le tube de 
gélose donnait une abondante culture du bacillus subtilis, 

Des deux lapins, un a été sacrifié 5 jours, autre 6 jours 
aprés linjection intrapéritonéale des spores. Aprés avoir bralé 
avec un fer rouge la surface de la rate, du foie, des reins et des 
poumons, nous en avons excisé des petits morceaux de un c. c. 
et les avons triturés avec un peu d’eau stérilisée, et mélangés 
avec de la gélose pour en faire des plaques. Tous les organes ont 
donné naissance & une grande quantité de colonies. Le sang a 
été stérile. 

Dans toutes les expériences, qu'il s'agisse de Vinjection 
sous-cutanée, intrapéritonéale ou dans la chambre antérieure 
de l’ceil, nous avons pu constater, aussitét apres Pinjection des 
spores, un afflux local des leucocytes, d’abord des polynu- 
cléaires, puis des mononucléaires; 24 heures apres, les uns et 
les autres devenaient trés nombreux. Les leucocytes manifestent 
vis-a-vis des spores une chimiotaxie positive, les englobent, 
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empéchent leur végétation, mais ne leur enlévent pas la vitalité, ce 
que nous prouvent les résultats positifs d’ensemencements. I] faut 
cependant admettre que le séjour des spores dans l'intérieur des 
leucocytes en affaiblit en partie la vitalité, puisqu’elles ne 
donnent de cultures abondantes qu’aprés un séjour de deux 
jours a l’étuve. 

Aprés 3.4 5 jours, les spores disparaissent de l’endroit de 
linjection, étant transportées par les leucocytes dansles organes, 
comme Vont démontré les ensemencements de ces organes. Les 
spores gardent probablement leur vitalité, grace A leur enveloppe 
quirésiste au pouvoir digestif des leucocytes. Les expériences 
de Wyssokowitch et de Halban montrent que, lorsqu’on injectedes 
grandes quantités de spores dans les veines, elles restent 
vivantes dans le corps du lapin pendant trois mois. 

Nous avons dit plus haut que, sur les préparations colorées, 
nous avons pu observer des spores 4 état libre; ceci peut étre 
du a des influences purement mécaniques: en retirant lexsudat 
avec une pipette et en faisant des frottis, U était trés facile de 
léser des leucocytes, surtout des éléments si délicats que les 
mononucléaires, d’ot apparition des spores a l’état libre. 


EXAMEN DU LIQUIDE D OLDEME 


L’introduction des spores dans des sacs a démontré, comme 
nous l’avons déja dit plus haut, que les substances solubles du 
plasma sanguin n’arrétent pas le développement des spores et 
ne tuent pas les bacilles; pour compléter cette expérience, nous 
avons cherché a étudier l’action sur les spores du liquide d’c- 
déme, presque dépourvu d’éléments cellulaires du sang. 

Nous avons déterminé loedéme chez les lapins en posant une 
rondelle du caoutchouc a la base de l’oreille. La pression exercée 
par le caoutchouc ne devrait étre ni trop forte, pour ne pas com- 
primer l’artére, ni trop faible, pour pouvoir comprimer les veines. 

Quelquefois lon n’obtenait la pression voulue qu’aprés 
quelques tatonnements. On retirait la rondelle aprés un a deux 
jours, aprés quoi loreille restait cedématiée pendant quelques 
heures. Nous retirions le liquide d’cedéme avec une pipette. 
Nous ne nous servions pour nos expériences que de liquide 
absolument limpide et incolore, c’est-a-dire privé de toutes 
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traces de sang. (Chaque oreille ne donnait que rarement plus 
de 1c. c., le plus souvent la quantité du liquide était inférieure 
a 1c. c.) Nous laissions le liquide pendant 24 heures, au bout 
desquelles il se formait un coagulum. Le liquide ainsi obtenu 
(séparé du coagulum) était distribué dans des petits tubes a 
essai; nous en préleyions une goutte pour nous assurer que le 
liquide était stérile; puis nous ensemencions les tubes avec 
Vextrémité Vun fil de platine chargé de spores, et 24 heures apres 
nous retirions une goutte pour préparer des plaques. Avec l’ex- 
trémité de la méme aiguille, nous ensemencions une quantité 
correspondante du sérum normal du sang, lequel ensemence-— 
ment restait stérile 24 heures apres. 

Le liquide d’cedéme, comme nous nous en sommes assuré 
par des ensemencements préalables, contenait souvent des 
microbes au moment ou il était retiré; il va sans dire que nous 
ne nous sommes pas servi du liquide contaminé; cette contami- 
nation in situ est due a ce qu'il se forme des fissures de l’épi- 
derme dans les cas d’cedéme considérable, et ces fissures étaient 
des portes d’entrée pour les microbes. 


Le liquide d’cedéme ne manifeste pas d’action sporicide, 
comme l’indique le tableau suivant. 


Sai ecncs aaa NOMBRE DE COLONIES 


OF Ces 
4,0 c.. ¢: 
O;Srenice 


Les jours suivants, le bacillus subtilis poussait dans le liquide 
d’cedéme aussi bien que dans du bouillon. 


EXAMEN DU SERUM D'EXSUDAT 


Nos expériences avec l’injection des spores dans la cavité 
péritonéale dans des sacs, d’une part, d’autre part les résultats 
obtenus avec le liquide d’cedéme, confirmaient ’hypothése que 
la propriété sporicide du sérum en dehors de l’organisme est due 
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aux substances provenant de la destruction des leucocytes. 
Afin de vérifier cette hypothése, nous avons étudié la propriété du 
sérum d’un exsudat trés riche en leucocytes. Nous avons injecté 
a cet effet, dans la cavité péritonéale des lapins, divers liquides 
capables de provoquer un afflux leucocytaire, comme bouillon 
frais, solution de peptone a 1 0/0, mélange de bouillon frais 
(3 c. c.) avec sérum de lapin (5 c. c.), eau physiologique ou tu- 
berculine’, (3 c. c.) avec de l’eau physiologique (7 ¢. c.). 

Il n’était pas toujours aisé d’obtenir un exsudat abondant 
et riche en leucocytes, comme en témoigne en partie la diver- 
sité des liquides employés. Nous avons obtenu les meilleurs 
résultats en employant le mélange du sérum et du bouillon, 
et aussi le mélange de latuberculine avec de ’eau physiologique 
(0,6 0/0 NaCl). 

Dans un cas, ayant fait lanumération des leucocytes contenus 
dans 1m. m. c. d’exsudat, nous en avons trouvé 9,600; ’examen 
de la préparation séche a montré une quantité presque égale 
de mononucléaires et de polynucléaires. 

Nous nous sommes servi pour nos expériences d’exsudat 
péritonéal retiré 20, 24 et 42 heures aprés Vinjection. Vingt- 
quatre heures aprés la prise de l’exsudat, celui-ci présentait 
deux parties bien nettes, une constituée par les éléments figurés 
et albuminoides, l'autre claire, représentant le sérum, que nous 
transportions dans des petits tubes a essai et ensemencions 
avec des spores. 

De pareils ensemencements ont été faits dans des tubes 
témoins, contenant du sérum normal de Japins; ce sérum a 
toujours été stérile déja au bout de 24 heures. Quant au sérum 
d'exsudat, aprés l’avoir mis 4 l’étuve, nous en avons prélevé une 
anse au bout de un jour, deux et trois jours, pour faire des 
plaques. Quand l’exsudat était trouble et quand l’examen 
microscopique révélait une quantité considérable de leucocytes, 
son sérum ensemencé avec des spores restait stérile pendant un, 
deux, parfois trois jours, et ce n’est que plus tard que les bacilles 
commengaient & y pousser, Ces expériences nous autorisent a 
conclure que, plus l’exsudat contient de leucocytes, plus il 
se rapproche par son pouvoir sporicide du sérum normal du 
sang. 


4. Tuberculinum Kochii, tuberculine brute. 
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SPORES DU BACILLUS SUBTILIS ACCOUTUMEES A SE DEVELOPPER DANS LE 
SERUM NORMAL 


Le fait que les microbes jouissent d’une certaine plasticité, 
ajouté & celui que les ensemencements abondants permettent de 
résister a l’action sporicide ou bactéricide du sérum, fait espé- 
rer d’obtenir, par des passages successifs, une race du bacillus 
subtilis pouvant résister & la substance sporicide. 

Pour ces expériences, nous nous sommes servi d'un voile d'un 
mois et demi qui s’était formé sur sérum normal; ce voile a 
servi a faire une premiére émulsion de spores de bacillus subtilis. 
Nous avons ensemencé une anse de ce mélange dans 2,5 c. ¢c. 
du sérum normal frais; le voile qui s’y est formé a servi de 
semence pour un autre tube contenant 3 c.c. du sérum. De cette 
facon, dans une période de 6 semaines, nous avons fait plusieurs 
passages successifs des spores ; enfin, nous avons pris un peu de 
la culture du dernier passage et en avons ensemencé 4 c. c. de 
sérum normal fraichement préparé; pour mettre en évidence la 
différence de la nouvelle race avec la race primitive du bacillus 
subtilis, nous avons pris de cette derniére une quantité corres- 
pondante pour une méme quantité du sérum (4 c. c.). Les deux 
tubes ont été mis a l’étuve 4 37° et, quelques heures aprés, nous 
avons pris de chacun une anse pour faire des plaques. Le tableau 
suivant montre la différence d’action qu’exerce le sérum vis-a-vis 
des deux races du bacillus subtilis. 


NOMBRE DE COLONIES APRES 


3 heures. 20 heures. | 48 heures. 


276 3000 


0 


Dans le sérum ensemencéavec la nouvelle race, on constatait’ 
24 heures aprés, des petits flocons blanchatres ; au bout de 4-5 
jours, il se formait & sa surface de petits voiles qui se confon- 
daient le 6-7° jour en un seul voile avec de nombreux plis, 
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INJECTION AUX ANIMAUX DES SPORES DE LA NOUVELLE RACE 


Afin d’étudier les modifications que subiront dans le corps des 
lapins les spores de la race obtenue, nous les avons injectées dans 
le tissu sous-cutané, dans la cavité péritonéale et dans les veines. 

Nous avons injecté sous la peau du ventre 1,5 ¢. c. & 2c. ¢. 
d’un mélange riche en spores, et préparé avec des voiles de 7 a 
8 jours sur sérum normal. Une anse du mélange était, aprés 
le chauffage, mélangée avec de la gélose qui, coulée dans une 
boite de Pétri, donnait de nombreuses colonies. Cing heures 
apres Pinjection a apparu une faible rougeur et de la tuméfac- 
tion; vingt heures aprés, ces phénoménes locaux sont devenus 
plus intenses ; ils ont disparu quelques jours aprés. L’exsudat 
retiré 3, 5, 20, 40 heures du tissu sous-cutané a été au début 
pauvre en leucocytes, puis il en est devenu riche; cutre les poly- 
nucléaires il y avait des mononucléaires. Sur les préparations 
colorées, nous avons constalé beaucoup moins de spores que 
lors de Vinjection de la race primitive du bacillus subtilis. Les spo- 
res, cette fois-ci aussi, se trouvaient a lintérieur des leucocytes, 
et exceptionnellement en dehors d’eux. Les batonnets étaient 
encore moins nombreux que les spores; le plus souvent ils 
étaient dans les leucocytes ; quelques-unsse coloraient faiblement, 
ce qui indiquait une modification dans leurs propriétés vitales. 

En goutte pendante, beaucoup de batonnets manifestaient 
des mouvements assez vifs. Dans ]’exsudat retiré au bout de 
trois jours, il n’était pas possible de voir ni batonnets, ni spores. 
Les ensemencements sur gélose donnaient des cultures typiques 
du bacillus subtilis pendant les trois premiers jours: au dela de 
trois jours, plus de cultures. 

Nous avons injecté dans la cavilé péritonéale 1,5 ¢. c. a 
2,5 c. c. du mélange riche en spores. L’exsudat a été examiné 
2, 3,5, 7, 22 et 24 heures aprés. L’examen des préparations 
séches a permis de constater un petit nombre de batonnets 
tantét dans les leucocytes, tantot en dehors d’eux : quelques-uns 
se coloraient mal avec le bleu; les spores, aussi peu nombreuses, 
étaient exclusivement dans l’intérieur des leucocytes. 

Quelquefois, 4 examen del’exsudat, lon ne rencontrait que 
des batonnets et point de spores, 


AAA ANNALES DE L?INSTITUT PASTEUR. 


Vu le petit nombre des microbes sur les préparations, nous 
avons pensé quils forment des amas quelque part a la sur- 
face du péritoine; un lapin a été sacrifié 4 heures aprés Vinjec- 
tion, et la surface péritonéale a été soigneusement examinée ; 
le péritoine a été trouvé uniforme dans toute son étendue, et 
Vexsudat aussi uniformément trouble, sans présenter nulle part 
de flocons; l’étude bactériologique n’a relevé rien de particu- 
lier. Notre supposition n’a donc pas été justifiée. 

Nous nous sommes proposé d’étudier si beaucoup de micro- 
bes viennent de la cavité péritonéale dans des organes; a cet 
effet nous avons sacrifié des lapins a différents intervalles aprés 
Vinjection, et examiné des parcelles des organes par la méthode 
des plaques. Les résultats de nos expériences sont indiqués dans 
Je tableau suivant : 


RS SE EE SE SE SSS SSG SAS SIT 9S SSE SET RSE TE EGS ESE LIS EN SORTER SESE SLY STEEP SE SEDATE ES EET 
NOMBRE DE COLONIES, LES LAPINS SACRIFIBS APRESS 


ORGANES 


4 jours. 5 jours. 6 jours. 8 jours. 


L’exsudat péritonéal, retiré aprés 3 jours et ensemencé sur 
gélose, ne donnait plus de culture; il en résulte qu’a cette épo- 
que une partie des microbes a été détruite; une autre partie, 
comme le montre le tableau, a été transportée dans les organes, 
lesquels se sont montrés, dans une expérience, déja stériles au 
bout de 8 jours. 

Les résultats fournis par examen microscopique d’exsu- 
dats sous-cutané et péritonéal, different suivant que lon a 
injecté des spores de la race primitive ou celle de la nou- 
velle race; dans le second cas il y avait peu de spores et on 
trouvait des formes végétatives, des batonnets. Il s’ensuit donc 
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que les spores de la nouvelle race ayant acquis la propriété de 
se développer sur le sérum normal in vitro, donnent aussi, dans 
le corps animal, naissance a des bacilles que les leucocytes vien- 
nent englober, puis digérer; et cependant l'enveloppe des spo- 
res peut probablement résister trés longtemps & l’action des- 
tructive des leucocytes. 


INJECTION DES SPORES DANS LES VEINES 


Nous avons injecté a trois lapins, dans la veine de Voreille, 
1c. c. du mélange riche en spores. 

Ils ont été sacrifiés 4, 7, 14 jours apres; leurs organes ont 
ele ensemencés en plaques sur gélose, et voici les résultats 
obtenus aprés 2 jours du séjour a l’étuve : 


NOMBRE DE COLONIES APRES 
OO EE 
ORGANES 


& jours. 7 jours. 41 jours. 


102 


96 


Le sang du coeur a été stérile dans tous les cas. 

En méme temps, nous avons injecté a trois autres lapins 
témoins, dans la veine de Voreille, 1c. c. de spores de la race 
primitive; ils ont été sacrifiés dans les mémes intervalles que 
dans l’expérience précédente. Les organes de deux premiers la- 
pins ont donné de nombreuses colonies; celui qui a été tué 
44 jours aprés linjection a donné: 


Raotemectera oer 820 colonies. 
HOE ere ites. ee 328 — 
LRVEN tty ast at evetery a SG 2 
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Il en résulte qu’aprés Vinjection dans le sang, la majorité 
des spores dela race modifiée est détruite; dans ce cas un nom- 
bre considérable des spores donnent évidemment des bacilles 
qui sont englobés par les leucocytes qui les détruisent. 

En comparant les chiffres des colonies fournies par les or- 
vanes apres Vinjection intraveineuse avec celles consécutives a 
Vinjection intrapéritonéale, nous voyons que les premiéres sont 
supérieures aux derniéres. Ce fait nous permet de croire que, 
dans la cavité péritonéale, les leucocytes rencontrent des con- 
ditions plus favorables a la lutte avec les bacilles que dans le 
torrent sanguin et les organes parenchymateux. 


Kn nous basant sur les expériences qui viennent d’étre ex- 
posées, nous pouvons formuler les conclusions suivantes : 

1° Le sérum normal du lapin tue in vitro les spores du bacillus 
subtilis ; 

2° Cette propriété du sérum est trés probablement due aux 
substances provenant de la destruction des leucocytes; 

3° Le liquide d’cedéme et Thumeur aqueuse n’empéchent pas 
le développement des spores et ne tuent pas les bacilles. 

4° Le sérum d’exsudats riches en leucocytes se rapproche du 
sérum normal du sang en ce quiconcerne son action sur le bacillus 
subtilis en dehors de Vorganisme ; 

5° Les substances du plasma sanguin qui diffusent a travers 
les membranes du roseau n’empéchent pas le développement des 
spores et ne tuent pas les bacilles dans le corps du lapin vivant; 

6° Les spores du bacillus subtilis, introduites dans le corps du 
lapin par différentes voies, sont englobées par les leucocytes et 
arrétées dans leur développement ; 

7° Les spores de la race modifiée du bacillus subtilis, placées 
dans les mémes conditions, se développent pour la plupart, et 
les bacilles auxquels elles donnent naissance sont englobés et 
digérés par les leucocytes. 


Nous tenons a remercier M. le professeur Metchnikoff des 
nombreux conseils qu'il nous a prodigués au cours du présent 
travail. 


DU POUVOIR PENETRANT DE L’ALDEHYDE FORMIQUE 


Par te Dt G. pp RECHTER 


Professeur a Université nouvelle de Bruxelles. 


Depuis l’époque (1888) ou Trillat attira attention du monde 
savant sur les propriétés antiseptiques de la formaldéhyde, les 
travaux publiés sur laction de cet agent se sont maltipliés. 

Notre but en publiant la présente note n’est pas de revenir 
sur létude de ces propriétés aujourd’hui bien connues. Nous 
nous proposons seulement de faire connaitre certains faits 
relatifs au pouvoir pénétrant du formol. 

Jusqu’a présent, presque tous les auteurs dénient a 
Paldéhyde formique tout pouvoir de pénétration, Depuis que 
Miquel (48), se basant sur ses expériences, affirma que le formol 
est seulement un désinfectant des surfaces, tous les auteurs, a 
peu d’exceptions prés, se sont ralliés & cette maniére de voir. 
C’est ainsi que Vaillard et Lemoine (25) déclarent que le formol 
doit étre considéré « comme n’agissant que sur les souillures 
superficielles, librement exposées au contact des vapeurs ». 

Van Ermengen (12, et 29), Tétrop (30) vont méme plus loin et 
pensent que le pouvoir de pénétration du formol est incompatible 
avec les lois de la Physique. 

Des 1892, Trillat (3) avait pourtant montré que des déchets 
de viande fraiche, traversés par un courant (air ayant barboté 
dans une solution de formol 4 5 0/0, le débarrassaient de toutes 
les vapeurs d’aldéhyde qu'il avait emportées dans son passage. 
Nous ne voyons pas comment pourrait s expliquer ce phénoméne, 
sinon par labsorption et partant par la pénétration du formol 
dans la masse organique. 

Ailleurs (33) Trillat signale que si ’on expose aux vapeurs 
de Valdéhyde des cylindres de gélatine teintée par la fuchsine, 
on peut suivre, par le changement de coloration de cette matiére 
qui vire au violet sous l’influence du CH?O, la pénétration 
eraduelle du gaz jusque dans la profondeur. 

Que deviennent dans ces circonstances les prétendues lois 
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physiques invoquées? Et puis, comment les concilier avec ce 
qu’on sait, non seulement sur Ja pénétration des gaz dans les 
corps poreux, mais sur les phénoménes d’absorption et de dif- 
fusion a travers des parois pleines, gutta, caoutchouc, dans les 
célébres expériences de Graham. Nous méme, en 1894 (34), 
avec notre collégue et ami regretté le D' Legros, avons montré 
le pouvoir de pénétration de Vanhydride sulfureux et de Pacide 
carbonique dans un grand nombre de corps solides. 

Nous avons vu dans deux éprouvettes placées sur le mercure 
et contenant une certaine quantité de gaz Pictet (CO* et SO*), une 
mince feuille de caoutchouc enroulée sur elle-méme absorber 
les gaz a peu prés totalement. 

Nous avons essayé les substances les plus diverses. Celles 
que nous deyons citer en toute premicre ligne sont : la laine, le 
lin, la gélatine, le papier. Ces substances, aussitOt introduites 
dans la cloche de gaz, produisaient une ascension du mercure 
vraiment curieuse, a cause de la rapidité du phénoméne, et l’on 
pouvait, au simple toucher, rien qu’en tenant le tube entre les 
doigts, percevoir manifestement un dégagement de chaleur. 

Dans ces quatre expériences, la presque totalité du mélange 
gazeux (25 ou 30 c. c.) était absorbée, la totalité peut-étre pour 
certaines, car la bulle gazeuse qui demeurait a la partie supé- 
rieure de la cloche pouvait n’étre quwun peu air laissé lors du 
remplissage par le mercure, ou introduit en méme temps que les 
fragments divers dans leurs plis et leurs anfractuosités. 

Pour d’autres substances, le phénoméne fut moins marqué; 
c’est ainsi que nous puimes établir une échelle décroissante de 
Vintensité de l’absorption, qui est la suivante. (Notons que le 
volume des substances introduites était sensiblement le méme 
pour toutes, et égal environ a 1 ¢. c.) 

L’absorption se fait, pour la laine et le lin, la plus rapide et 
la plus complete. Puis viennent: gélatine, caoutchouc, soie, papier 
a filtrer blanc et gris, papier @ écrire ordinaire blanc et glacé, bois, 
cur, corne, suif. 

Le lige, Pamadou, l’éponge, le bitume de Judée sont de 
moins en moins actifs. Le coton dégraissé (ouate hydrophile), la 
gomme arabique, la colophane, la craie ne font pas s’élever le 
niveau du mercure de la moindre quantité appréciable. 

Nous inspirant de ces expériences, nous avons cherché a 


POUVOIR PENETRANT DU FORMOL. 4AQ 


élablir par des procédés analogues le pouvoir de pénétration de 
Paldéhyde formique a l'état gazeux et sec. 

Malheureusement il n’est pas possible d’expérimenter sur du 
formol gazeux pur; dans ces conditions, le corps se polymérise 
immédiatement, se transformant en trioxyméthyléne solide. — 
L’état gazeux ne peut étre maintenu que par mélange, avec une 
quanuité relativement considérable d’air atmosphérique, de 
vapeurs d’aldéhyde formiques obtenues dans un état de séche- 
resse suffisant en chauflant modérément un mélange d’aldéhyde 
et de chlorure de calcium (formochlorol de Trillat), ou bien en 
distillant & feu doux du trioxyméthyléne, soit seul, soit en 
présence d’un acide (suivant Vindication de Freundler) (35). 

Nous avons pu constater une absorptionévidente de l’aldéhyde 
par des fragments de substance musculaire, de substance 
osseuse, Wivoire, de peau fraiche ou tannée, de graisse, de 
corne, en un mot de tous les tissus animaux. De méme la 
laine, le drap, les tissus de coton, les étoffes de soie, louate, le 
papier, la gélatine, le liege, font monter le mercure. A remar- 
quer toutefois que le papier a filtrer et l’ouate hydrophile, 
presque exclusivement formés de cellulose, ne montrent pour le 
gaz quune avidilé trés faible. Le caoutchouc, que nous avons vu 
si avide d’anhydride sulfureux, ne semble pas absorber du tout 
le formol. 

Les réactions chimiques qui se passent, comme Ila indiqué 
Trillat, entre laldéhyde formique et les albuminoides (albumines 
diverses, gélatine, etc.) peuvent, jusqu’a un certain point, expli- 
quer absorption du produit gazeux par les tissus organiques, 
mais nous pensons que, méme dans ces cas, intervient un pro- 
cessus physique, qui, seul, peut étre invoqué quand il s’agit de 
substance ne réagissant pas chimiquement sur le formol. 

Le fait nous est démontré par l’exhalation prolongée a lair 
de vapeurs de formol, décelables par Podorat, par des fragments 
de peau fraiche ou tannée, saturés par une exposition suffisante 
au produit gazeux. Une autre preuve est lexpérience suivante : 
nous renversions une éprouvette sur la cuve 4 mercure, nous 
y introduisions de Vair, puis nous amenions dans cette almo- 
sphere un fragment de peau de chamois fortement imprégné 
Waldéhyde formique gazeuse : nous constations que Pévaporation 
de Valdéhyde amenait une légére dépression du mercure. C’est 

29 
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pourquoi nous pensons, comme nous l’avons dit en 1894 a la 
suite de Reychler (36) & propos de anhydride sulfureux, qu'il 
y a ici, abstraction faite des réactions chimiques, une véritable 
« dissolution » d’un gaz par les solides, cette dissolution se 
faisant suivant une loi analogue a la loi de Henry et Dalton pour 
la dissolution des gaz dans les liquides. 

Cette conception du mode de pénétration de certains gaz dans 
certains solides et particuligrement de l’aldéhyde formique 
cazeuse dans les lissus animaux, devait nous amener a admettre 
qu’en maintenant pendant un temps suffisant un cadavre d’ani- 
mal ou d’homme dans une atmosphére saturée de formol d’une 
maniére permanente, le gaz antiseptique devait pénétrer jusque 
dans la profondeur de la masse, et dans un état de condensa- 
tion relatif qui favoriserait action antiseptique du produit. 

Les faits ont démontré que nos conjectures étaient justifiées. 
— En collaboration avec notre frére, ’ingénieur F. de Rechter, 
nous avons étudié et fait exécuter un appareil nous permettant 
de réaliser des conditions d’expérimentation convenables pour 
le but poursuivi. — L’appareil, que nous avons déja décrit 
ailleurs (38) et que représente notre figure 1, est essentiellement 
composé de deux chambres, Pune, chambre d’exposition dans 
laquelle on introduit le cadavre a conserver ; autre, chambre 
d'évaporation, dans laquelle se produit l’évaporation intensive 
du formol grace a la grande surface sur laquelle est répartie 
sa solution. L’ensemble de Vappareil est absolument hermé- 
tique. 

La dissolution aqueuse de formol que nous employons (solu- 
lion concentrée du commerce a 40 0/0) est versée dans les deux 
récipients qui se trouvent au-dessus de la chambre d’évapora- 
tion; ces récipients, construits sur le type des graisseurs auto- 
matiques de machines, ont un débit réglable, ils fonctionnent 
comme des flacons de Mariotte ; leur contenu n’est en rapport 
avec lair extérieur que par un tout petit pertuis, ce qui nous 
met pratiquement a l’abri de Vappauvrissement par évaporation 
de notre réserve. 

La formaline, débitée par les récipients réglables, est distri- 
buée par un systéme de conduits, placés 4 Vintérieur de la cham- 
bre d’évaporation, sur une série de méches suspendues vertica- 
lement de telle sorte que nous obtenons le maximum de surface 
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(’évaporation possible pour le minimum de substance employée. 

La chambre d’évaporation communique largement par sa 
partie inférieure et d’une facon directe avec la chambre d’ex- 
position; par sa partie supérieure, elle communique aussi avec 
cette chambre, par l'intermédiaire du chenal indiqué a la partie 
supérieure de la figure et qui débouche a Vextrémité opposée de 
la chambre exposition. 


Enfin un ventilateur placé dans le chenal et mu, dans le type 


représenté dans la figure, par une petite dynamo, détermine une 
circulation permanente de l’atmosphére intérieure de l'appareil, 
de la chambre d’évaporation a la chambre d’exposition et vice- 
versa, Cette circulation permanente de lair active fortement lé- 
vaporation du formol. Grace a ce dispositif, nous maintenons 
constamment Vair a l’élat de saturation, car tandis qu'il tend a 
sappauvrir en aldéhyde au contact du corps exposé, en raison 
des phénoménes d’absorplion, il vient constamment s’enrichir 
au contact des meches dans la chambre d’éyaporation. Un 
litre de formaline suffit pour traiter complétement un cadavre 
humain. 
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Dans cet appareil, nous pouvons conserver indéfiniment des 
cadavres d’animaux ou d’hommes sans aucune pulréfaction. — 
Sila décomposition a commencé ayant Vintroduction du cadavre 
dans l'appareil, la décomposition est enrayée. De plus, quand le 


cadavre a séjourné dans Vappareil pendant un temps sulffisant 
pour que l’aldéhyde qui a pénétré toute la masse soit entrée en 
combinaison chimique avec les composés organiques des tissus, 
ceux-ci sont devenus imputrescibles, et le cadavre peut se con- 


Fig. 3. 


server indéfiniment a lair. Les organes internes, les viscéres, 
conservent néanmoins leur consistance, leur coloration et leur 
aspect normaux. Si le cadavre d’un animal ainsi traité est: ex- 
posé a lair, écorché et ouvert, si le local o& on le conserve est 
sec, les organes et lissus exposés a l’évaporation se desséchent. 
se racornissent. 
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La figure 2 représente l’état actuel du cadavre d’un petit chien 
qui, tué le4 octobre 1897, c’est-a-direily a cing mois, aété misdans 
un petit appareil d’essai le 5 octobre; il y a séjourné jusqu’au 


a 


18 octobre; il estresté depuis exposéaVair et est toujours intact. 
La figure 3 représente état actuel du cadavre d'un grand 
chien de 30 kilos tué le 8 janvier 1898; il a été introduit dans 


Fig. 5. 


Vappareil décrit ci-dessus 48 heures aprés la mort. Il en a été 
retiré le 5 février, soit 4 semaines aprés. Depuis lors il est resté 
exposé a lair, il est Loujours intact. 

La figure 4 représente le cadavre de 8. D..., femme agée de 


ABA ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


48 ans, morte d’éthylisme le 7 février, 2 3 heures du matin; la 
photographie a été faite immédiatement avant Vintroduction du 
cadavre dans l’appareil, soit le 8 février, 4 6 heures 1/2 du soir. 
Le ventre commengait a se ballonner et présentait déja a sa par- 
tie inférieure des taches cadavériques, la décomposition était 
done manifestement commencée. (Il est dailleurs connu qu'elle 
se produit trés rapidement chez les alcoolisés.) . 

La figure 5 représente le méme cadavre au moment du 
défournement qui a eu lieu le 8 mars, soit 1 mois aprés le décés. 
On peut conslater que le ventre s’est affaissé et que le cadavre 
est absolument intact *. 

Mais peut-étre ces faits pourraient-ils ne pas étre considérés 
comme suffisamment concluants pour les esprits prévenus. En 
voici d’autres qui, croyons-nous, démontreront d'une facgon irré- 
futable le réel pouvoir pénétrant de l’aldéhyde formique. 

{. Notre collégue M. le P" Coremans a mis dans notre appa- 
reil d’essai le cadavre d’un cobaye mort du charbon. Le cadavre 
était ouvert. Six heures apres ilfut retiréet M. Coremans, par exa- 
men direct, ensemencements et inoculations, put vérifier la des- 
truction compléte des bactéridies charbonneuses. De méme un 
cadavre fermé fut stérilisé en 4 jours. . 

Il. M. Guérin, assistant du Dt Calmette de Institut Pasteur 
de Lille, 4 la demande de celui-ci eten vue de controler les résul- 
tats précédents, mit au mois de septembre dernier, dans le méme 
appareil, un cadavre de cobaye charbonneux non ouvert. Le cada- 
vre resta soumis aux vapeurs d’aldéhyde formique pendant quatre 
jours. Par examen direct du sang du cceur et par des ensemence- 
ments, on constatala destruction des bactéridies etde leurs spores. 

II. En janvier 1898, M. Coremans introduisit dans le méme 
appareil le cadavre d'un cobaye mort de morve inoculée. Le 
cadavre fut exposé aux vapeurs de formol pendant 4 jours. A 
Vautopsie on constata que tout ’organisme de l’animail était farci 
de nodules morveux. Un cobaye neuf inuculé avec la pulpe d’un 
nodule de la rate, c’est-a-dire siégeant dans un organe profond. 
ne ressentit aucun malaise ; il y avait destruction du bacillus 
mallet. 


4. L’autopsie de ce cadavre a été pratiquée le 23 mars, les organes internes 
étaient dans un parfait état de conservation; le 18 juin, moment ou nous rédi- 
geons cette note, le corps est toujours intact. 
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IV. Le 21 avril 1898, nous mettons dans le grand appareil un 
poumon de vache pommeliére. Nous recueillons dans la masse 
de la matiére tuberculeuse au bout de 24 heures, et nous inocu- 
lons un cobaye sous la peau : le cobaye devient tuberculeux. De 
méme les inoculations faites 4 des cobayes avec de la matiére 
recueillie aprés 48 heures de séjour dans l’appareil donnent la 
tuberculose. 

La matiére tuberculeuse, recueillie aprés 72 heures de séjour 

dans l’appareil, inoculée a un cobaye, a donnéun résultat dou- 
teux, Le 14mai, l’animal injecté est sacrifié; ilprésente, comme 
seule manifestation, une légére augmentation du volume du gan- 
glion précrural : Vinjection avait été faite sous la peau de la 
cuisse. Apres 4 jours d’exposition a ?atmosphére de Vappareil, la 
stérilisation du poumon malade était complete ; deux cobayes ino- 
culés ont été sacrifiés 3 semaines aprés l'inoculation et & lau- 
topsie ils ne présentaient aucune trace de tuberculose. 
i V. De méme nous avons cherché a stériliser 3 cadavres 
de cobayes tuberculeux. L’un resta 2 jours dans l’appareil, le 
deuxiéme 4 jours, le troisiéme 6 jours. Nous avons pu constater 
que les cadavres n’ayant séjourné que 2 et 4 jours dans lappa- 
reil n’étaient pas stérilisés. 

Nous ptimes le démontrer par inoculation a des cobayes 
dune émulsion des masses tuberculeuses de la rate de ces ani- 
maux. Les résultats de ces inoculations furent positifs. Au con- 
traire, l'emploi du méme procédé de vérification nous permet 
daffirmer la stérilisation du cadavre traité dans Vappareil pen- 
dant 6 jours. 

Si la premiére série d’expériences démontre déja a l’évidence 
la pénétration des vapeurs du formol dans toute l’épaisseur des 
cadavres, la seconde série démontre que la conséquence de 
cette pénétration consiste non seulement en une stérilisation des 
milieux organiques et en une action empéchante de l’évolution 
des germes, notamment des microbes de l’intestin que Malvoz 
(39) considére comme les agents les plus puissants de la décompo- 
sition cadavérique, mais qu’en outre il y a action microbicide, 
méme pour les microbes sporulés comme la bactéridie charbon- 
neuse. 

De tous ces faits nous croyons étre autorisé a conclure que 


x 


Valdéhyde formique gazeuse, contrairement & ce qui a été 
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i rf la x 2 iY r » > 
affirmé, possede un pouvoir pénétrant tres considérable, si Von 
sait se placer dans des conditions qui favorisent ce pouvoir pene- 
trant. ‘ 
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SUR LA CONSERVATION DU BACILLE TYPRIQUE DANS LE CIORE 


Par M. te Dt E. BODIN 


Professeur suppléant & 1 Ecole de médecine de Rennes. 


Dans cette note je me propose de résumer diverses expériences 
que je viens de faire relativement a la vitalité et a la conserva- 
tion du bacille typhique dans le cidre. Cette question mérite 
qu’on s’y arréte tout particuliérement en raison de la consomma- 
tion considérable du cidre, surtout dans le nord-ouest.de la 
France ott, dans beaucoup de contrées, il forme la boisson ordi- 
naire de la majeure partie de la population '. J’ajouterai que 
eest un point spécial de Vhygiéne qui n’a point été jusquici 
étudié sérieusement’. 

Hl faut d’ailleurs, pour traiter complétement le sujet, le divi- 
ser, car il est double : 

1° Lorsque Von fabrique du cidre en se servant d’eaux conta- 
minées par le bacille typhique, cette bactérie persiste-t-elle dans 
la liqueur aprés la fermentation *? | 


{. A Rennes, dont la population est de 80,000 habitants environ, la consom- 
mation du cidre s’éléve a 267,662 hectolitres en moyenne par an, soit plus de 
3 hectolitres par habitant. 

2. En 1897 M. Vigot; de Caen, a fait sur la conservation du bacille d’Eberth 
dans le cidre une série d’expériences. Mais, outre que ce travail laisse sans les 
combler une série de lacunes importantes, la technique que M. Vigot a employée 
dans ses recherches n’est pas suttisamment rigoureuse pour que ses conclusions 
soient admises sans controle. Ainsi M. Vigot, ayant ensemencé des échantillons 
de cidre avee du bacille d’Eberth, recherche ensuite le hacille dans ces échantil- 
lons a l'aide du microscope et de la méthode de Gram (moyen infaillible pour 
reconnaitre le bacille d’Eberth, nous dit-il), et aussi par linoculation intrapérito- 
néale du cidre aux cobayes. Ceci se passe de commentaires, et me semble tout 
aussi illusoire que de vouloir rechercher le bacille de la fiévre typhoide dans 
une analyse d’eaux par l’examen microscopique du liquide ou par l’inoculation 
de quelques centimetres cubes d’eaux dans le péritoine d’un cobaye. 

3. Dans les campagnes bretonnes, un usage fréquent est de prendre pour la 
fabrication du cidre eau des mares souillée par toutes les déjections des habi- 
tants et des animaux des fermes; car chez les paysans, il est de tradition que ces 
eaux favorisent la fermentation du cidre. 
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2° Si Von ajoute au cidre fermenté de eau contenant du 
bacille d’Kberth, ce microbe peut-il pulluler ou se conserver 
vivant pendant un certain temps dans le liquide. 

A priori rien ne dit que Vacte de la fermentation soit favo- 
rable ou défavorable a la vitalité du bacille. C’est 4 Pexpérience 
a prononcer; je n’insisterai done pas sur ce premier point, que 
je me réserve de reprendre a l’époque de année ot se fabrique 
le cidre, 

Reste la seconde partie de la question, celle qui a trait a 
Paddition d’eaux contaminées au cidre fermenté, et ce n’est pas, 
je crois, la moins importante, car le mouillage des cidres est une 
opération habituelle parfois pour la vente en gros et surtout dans 
la vente au détail (bien que dans certaines villes les arrétés 
municipaux, exigeant un degré déterminé d’alcool pour les 
cldres, enaient diminué la fréquence). 

En soi cette opération du mouillage est une fraude, mais ne 
présente pas dinconvénients au point de vue de Ihygiéne. 
Seulement, par suite de ce fait qu’elle constitue une fraude, elle 
se pratique non pas avec Veau des fontaines publiques, mais 
plus discrétement, avec Peau du puits situé derriére la maison, 
recevant l’égout des cours et situé a proximité des fosses d’ai- 
sances. 

Or, tous ces puits sont contaminés par le bacille d’Eberth et 
par le Bacterium coli commune, ainsi que j'ai pu m’en rendre 
compte iannée derniére par plusieurs analyses des eaux de 
puits prélevées dans diverses parties de la ville et des fau- 
bourgs. 

Au point de vue hygiénique, il devient d’importance majeure 
de savoir d’une maniére précise si le bacille introduit dans le 
cidre y pullule ou s’y conserve pendant une période plus ou 
moins longue, au cours de laquelle Vingestion de cette boisson 
pourrait déterminer l'apparition de la fiévre typhoide. 

Voici quels sont les résultats des expériences que j'ai faites 
ace suyet.*-: 

1. Dans toutes ces expériences, la technique que j’ai employée est la sui- 
vante : le cidre, filtré au filtre Chamberland et regu dans des matras stérilisés, 


était laissé a la température du laboratoire. Les échantillons de 500 ¢. c. chacun 
ont tous été ensemencés avec 10 gouttes d'une culture de bacille d’lMberth sur 


bouillon de 2 ou 3 jours. 
Pour la recherche ultérieure du bacille, je prélevais dans les échantillons 


50 c. c. environ, pour les ensemencer par 2 c. c. sur des matras de bouillon. Le 
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1° Cidres purs ensemencés avee'le bacille d'Eberth *. 


Désignation des Titre en Acidité par litre . Examen apres 
échantillons. alcool pour 100. (en acide malique). Yensemencement. 
2h, aprés. 412 h, aprés. 
A 3.52 3,4 oe 
B 3,85 5 a 
C 4,22 5,4 = 


Un 4° échantillon (D), titrant 3,92 0/0 en alcool et 5 grammes 
dacidité par litre (en acide malique), a élé ensemencé, apres 
filtration préalable au filtre Chamberland, avec une dose mas- 
sive de culture de bacille d’Eberth sur bouillon (3-4 c. c.), et, 
dans cet échantillon, j’at pratiqué des numérations successives 
des bacilles, afin de mivux me rendre compte de la rapidité de 
leur disparition. Ces numérations mont donné les chiffres sui- 
vants : 


Nombre de bacilles typhiques par 
centimétre cube. 


Au moment de l’ensemencement.............. 1,250,000 
24 MENTS APleS sc catemacon See wae ere eee 51,400 
48») BD: 911 c.felp celia oiicre-ateart ohcse es ee RR er 1,300 
60 » J) | ike encyes siciotae ar oman eae regaray gee eee 0 


On voit, par ces numérations, que la destruction du bacille 
a été trés rapide dans cet échantillon pendant les premiéres 
24% heures. Ensuite, les germes ont disparu plus lentement. 
D’ailleurs, il n’y a pas danalogie compléte entre ce qui s'est 
passé dans cette expérience et ce qui a lieu dans la réalité, ott 
une infection aussi intease du cidre est pour ainsi dire irréali- 
sable. 

Une seconde série d’examens a porté sur des cidres étendus 
(eau. 

2° Cidres étendus d’eau et ensemencés avec le bacille 
d’Eberth. 


bouillon était rendu légérement alcalin avee de la soude, de fagon que la petite 
quantité d’acide ajoutée au bouillon avec les 2 c. c. de cidre ensemencés se 
trouve ainsi neutralisée et ne puisse nuire enrien a la culture du bacille. 

Dans les matras de bouillon ot Ja culture a été positive, le bacille a été exa- 
mine, et je me suis assuré qu'il s’agissait bien, dans ces cultures, du bacille 
d’Eberth par les caractéres suivants : mobilité extréme du bacille, décoloration 
par la méthode de Gram, culture classique sur gélatine, culture non apparente 
sur pomme de terre, non fermentation du bouillon lactosé, absence de coagula- 
tion du lait, pas de production d’indol. 

1. Dans le résumé de ces expériences, le signe + indique la persistance du 
bacille et le signe — la disparition de ce bacille. 
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Désignation Titre en Acidité par Examen des 
_. des alcool 1 litre (en acide échantillons aprés 
échantillons, pour 100. malique) lensemencement. 
2h. aprés, 18 h. aprés, 
FE étendu de 1/2 d'eau, 4,125 5 — 
F étendu de 1/2 d'eau. 4,35 3,1 + — 
G étendu de 1/3 deau. 4,225 2,6 + _ 
H étendu de 1/3 d’eau. 3,92 3,4 ae = 


Nous arriyons ainsia celte conclusion que le bacille typhique 
ne se développe en aucune fagon dans le cidre fermenté pur ou 
Ftendu de 1/2 ow de 1/3 deau, et qwil y disparait méme assez 
rapidement, puisque aprés Pensemencement, au bout de 2 heures 
au minimum et de 18 heures au maximum, tous nos échantil- 
lons sont restés stériles. 

Cette premiére série @expériences m’a toul naturellement 
conduit & rechercher a quel facteur il faut surtout imputer cette 
destruction du bacille d@’Eberth dans le cidre; et d’abord, jal 
éliminé la richesse en aleool de la liqueur, car, dans les échan- 
lillons les plus alcooliques, le bacille n’a pas disparu plus vile 
que dans les autres. 

Puis j'ai constaté, dans des matras de bouillon, qwil faut 
une proportion Walcool atteignant 7 0/0 pour arréter la culture, 
proportion éleyvee a laquelle n’atleignent que rarement nos 
cidres bretons, dont la richesse en alcool oscille entre 4 et 6 0/0. 

Par contre, Vacidité ma immédiatement paru jouer un role 
important dans la stérilisation du liquide; aussi ai-je recherché 
quelle était Vinfluence de acide malique (qui représente la ma- 
jeure partie des acides du cidre) sur le microbe. 

Dans les bouillons acidifiés & Pacide malique, la culture du 
bacille typhique se développe facilement jusqu’a 1 gramme 
pour 4,000 d’acide malique; a 48",50 0/00, elle est trés lente, 
trés pauvre, et ne se développe, 4 l’étuve a 37°, qu’au bout de 
3 jours environ, Enfin, lorsque la quantité d’acide malique 
atteint 2 0/00, il n’y a plus aucune culture et la destruction du 
bacille est méme rapide. En etfet, si on séme ce bacille sur un 
matras de bouillon titrant 2 0/00 d’acide malique, puis si on 
neutralise ce bouillon et si on le porte & létuve au bout de 
24 heures, il reste absolument stérile. 

Ces fails nous expliquent parfaitement la rapidité avec 


1. Le titre en alcool et l’acidité indiqués ici sont ceux des échantillons avant 
le mouiilage. 
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laquelle le bacille typhique a été détruit dans les échantillons 
de cidre que nous avons examinés et pour lesquels Pacidité, en 
acide malique, était dans tous les cas supérieure & 2 0/00 ou 
voisine de ce chiffre. 

Afin de mieux préciser ce rdle des acides dans le cidre luwi- 
méme, jai pris alors des échantillons de cette boisson auxquels 
jai ajoulé une quantité plus ou moins grande de soude pour y 
faire varier l’acidilé. L’ensemencement de ces échantillons a été 
pratiqué avec le bacille d’Eberth, comme je lai indiqué précé- 
demment, et ’examen ultérieur du liquide m’a conduit aux 
résultats que je résume dans le tableau ci-dessous : 


Désignation Titre en Acidité par Examen des échantillons apres 
des alcool litre en l'ensemencement. 
échantillons. pour 400. acide malique. 2% h. aprés, 3° jour. 4e jour, 20e jour, 
l 4125 neutre. + =| +} + 
J 3,92 0,90 i as as 
K 3,92 1,8 a 


De toutes ces expériences, une nolion se dégage : Vacidite 
du cidre fermenté entraine la destruction rapide du_bacille 
typhique introduit dans cette boisson, pourvu que cette aci- 
dité atteigne 2 grammes par litre en acide malique. 

Toutefois, malgré la rapidité de la disparition du microbe, 
la liqueur reste encore dangereuse pendant 18 heures environ. 
Cest-a-dire que dans la journée qui suit laddition @eau conta- 
minée au cidre, Vingestion de cette boisson peut déterminer la 
fiévre typhoide. Kt c’est peut-étre a cetle cause qu'il faut ratta- 
cher les cas de tie¢vre typhoide isolés que nous obseryons sou- 
vent al Hotel-Dieu de Rennes, et pour lesquels l’origine hydrique 
ne peut étre retrouvée. 

Au point de vue de ’hygiéne, il y a par suite le plus grand 
intérét a répandre cette notion que le mouillage du cidre peut 
élre dangereux s'il n’est pas pratiqué avec des eaux pures. 
Lidéal serait de renoncer au mouillage. On supprimerait ainsi 
du méme coup un danger et une fraude. 

Il reste maintenant a examiner cette question de l’acidité 
des cidres et & savoir s'ils présentent habituellement la propor- 
tion dacide qui assure la destruction du bacille. 

Pour obtenir des renseignements précis a ce sujet, je ne pou- 
vais mieux faire que de m’adresser 4 M. Lechartier, doyen de la 
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Faculté des sciences, et directeur de la station agronomique de 
Rennes, dont la haute compétence en la matiére est bien connue, 
el que je ens a remercier ici de son obligeance. 

Lesanalyses de M. Lechartier', portant sur les cidres bretons, 
montrent que Tacidité y varie entrée 2,42 et 4 grammes 0/00 
en acide sulfurique monohydraté *, chiffres plus élevés que 
’on ne pourrait le supposer tout d’abord, parce que Von 
pense géenéralement que Vacidité du cidre lui donne un godt 
désagréable ; mais si l’on veut bien se reporler aux examens 
pratiqués a Ja station agfonomique de Rennes, on verra quil 
faut dépasser 4 0/00 dacidité, en acide sulfurique, pour que la 
saveur acide soit perceptible et encore jusqu’a 4,59 0/00 cette 
saveur n’est-elle pas désagréable. 

Voici, d’autre part, le résumé des analyses de M. Kayser, 
faites sur les cidres de toutes provenances primés a Exposition 
de 1888. 


Désignation des Acides Acides Acidité totale (en acide 

cidres. volatils. fixes. sulfur:que) pour 4,000 
Cidres normands (9 échant.). 0,72 0,98 1,70 
Cidres bretons (10 échant.). 1,38 41,16 2 54. 
Divers (4 échant.). 0,75 1,23 1,98 


Toutes ces analyses concordent pour établir qu'il existe 
dans le cidre fermenté, méme aprés le mouillage qui ne peut 
dépasser une certaine limite, une quantité d’acide plus conside- 
rable que celle que nous avons démontré étre suffisante pour 
stériliser la liqueur dans un certain nombre dheures. 

Mais, dira-t-on, cette quantité d’acide ne varie-t-elle point, 
et un cidre n’est-il pas plus ou moins acide suivant son dge? Est- 
elle la méme pour les cidres viewxr? 

Sous ce rapport, lorsque l’on étudie les motits destinés a la 
fabrication du cidre, on yoit quwils sont, pour des raisons qut 
restent a trouver, plus acides que les cidres qui en proviennent. 

Cette perte des acides du motit peut aller jusqu’a 40 0/0 du 
poids de l’acide malique préexistant (Kulisch) et méme 44 0/0 

4, G. Lecuartier, De Vacidité des pommes, des moits et des cidres. Bulletin 
de lV’ Association pomologique de VOuest, t. XU, p. 99. 

2. Dans ces analyses, l’acidité est exprimée en acide sulfurique monohydrate; 
afin dela comparer avec l’acidité en acide malique des cidres que j'ai examines, 


il suffit de se rappeler que 1 gramme d’acide sulfurique correspond a 48",36 d’acide 
malique. 
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(Lechartier). Mais cette diminution de Vacidité primitive se 
trouve en partic compensée par la production des acides nor- 
maux de la fermentation alcoolique. 

De la sorte, Pacidité totale baisse toujours un peu quand on 
s’éloigne de Pépoque de la fermentation’. 

Dans les expériences que j’ai faites, les cidres que j’avais a ma 
disposition étaient déja vieux, lacidilé élevée quils possédaient 
doit done étre considérée comme un minimum, puisquelle 
s abaisse toujours aprés la fermentation, et par suite ces cidres 
ont toujours contenu (méme aprés mouillage) une proportion 
@acide assurant la destruction du bacille typhique dans le laps 
de temps que j'ai indiqué précédemment. 


CONCLUSIONS 


1° Le bacille typhique introduit dans le cidre y est détruit 
dans un laps de temps qui va de la 2° a la 18° heure aprés Ja 
contamination du liquide ; 

2° Cette destruction du bacille d’Eberth est surtout due a 
lacidité du cidre, et se produit toujours dans le temps que je 
viens dindiquer, pourvu que l’acidité de la liqueur soit de 
2 grammes 0/00 (en acide malique). Au-dessous de ce chiffre, le 
bacille peut persister dans le cidre 3 a 4 jours si lacidité est 
de 0,8 a 10/00 (en acide malique) et plus de 20 jours si le liquide 
est neutre ; 

3° Les cidres de toutes provenances possédent ordinairement, 
depuis la fermentation jusqu’au moment ot ils sout consommés, 
une acidilé supérieure a 2 0/00 (en acide malique) ; par suite, le 
bacille typhique qui pourrait y étre introduit ne peut y per- 
sister que pendant 18 heures environ. Dans le cas ou le mouillage 
a causé la contamination du cidre par le bacille typhique, cette 
boisson est donc, pendant la journée qui suit l’addition d’eau, 
susceptible de déterminer la fitvre typhoide au méme titre que 
Vingestion d’eaux infectées par le bacille d’Eberth. 


14. Bien entendu, nous exceptons iciles cidres malades atteints par la maladie 
de l'acescence ; dans ce cas, la quantité d’acide acétique croit rapidement en 
proportions anormales, 


SUR LIMMUNITE NATURELLE DES ORGANISMES MONOCHLLULAIRES 
CONTRE LES TOXINES 


Par O. GENGOU. 


Il ne manque pas d’exemples @’immunité naturelle, observés 
chez des groupes d’animaux trés divers, ’ Végard de substances 
toxiques, microbiennes ou autres. Telle est, par exemple, celle 
des serpents ou des scorpions vis-a-vis de leur propre venin, celle 
de certains mammiféres, ainsi que l’a montré Calmette, vis-a-vis 
du venin de serpent, celle que M. Vaillard a trouvée a la poule 
vis-a-vis de la toxine tétanique, ete. 

Je ne veux pas faire ici le relevé de toutes les publications 
écrites surce sujet; il est d’ailleurs donné par Metschnikoff dans 
son beau travail sur l’Immunité*. Dans tous les ouvrages qu'il 
cite, comme dans tous ceux que j'ai parcourus, je n’ai nulle part 
vu mentionnée l’action que pourraient avoir des toxines bacté- 
riennes sur des organismes tout a fait inférieurs, tels que des 
animaux monocellulaires. Sur les conseils de MM. Firket et 
Malvoz, j’ai entrepris quelques expériences dont les résultats, 
pour négatifs quwils soient en général, sont interessants au point 
de vue de limmunité comparée. 

Je me suis servi du Paramecium aurelia, infusoire que je 
cultivais dans une simple macération de foin, dans laquelle sa 
multiplication est trés rapide. Je dois a la bienveillance de M. le 
D« Calmette, directeur de l’{nstitut Pasteur de Lille, d’avoir pu 
expérimenter une toxine diphtérique capable de tuer un cobaye 
& la dose de 1/30 de ce. ¢., et une toxine tétanique produisant le 
méme effet ala dose de 1/300 de c. c¢. 

Dans toutes mes expériences, j'ai tenu mes infusoires au 
contact de la toxine, dans des verres de montre contenant beau- 
coup de liquide, placés en chambre humide, les cultures en 


4. Merscunixorr, /nmunitat. Handbuch der Hygiene, 9 BY 1897. 


30 
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voutte pendante ayant lVinconvénient de mettre trop peu de 
liquide nutritif a la disposition de l’infusoire. 

Pour me mettre en garde contre une fausse interprétation 
des faits, j'ai d’abord recberché quelle était Vaction du bouillon 
de veau ordinaire ou neutralisé par HCI, et plus ou moins dilué, 
sur le Paramecium dune macération de foin. Voici une des nom- 
breuses séries d’expériences que j’ai faites : les proportions de 
bouillon et de macération sont indiquées dans la premiere 
colonne. 


Bouillon naturel. Bouillon neutralisé, 
4 M4 morten 141 minutes Parl minutes. 
4 3) 46 — PANE VI | = 
4 4 1h.6 — 2h 35 — 
4 5 3h 5 = 5h,5 — 
i 6 4h 47 — 8h 27 = 
Ae as Oh 32 — {5b,30 — 
4 :40 465,20 — 24h — 
ti Be ites Q4h 4 — 35h 4 — 
4 =: 20 36h _ 48h — 
the SES survie indéfinie suryie indéfinie. 
hos MD — ~~ 


1. Mort des formes normales, survie des formes dégénérées, 


Ce tableau montre que le Paramecium ne supporte pas une dose 
de 1 de bouillon ordinaire pour 20 de macération; a cette dose, la 
mort survient aprés un délai maximum de 2 jours; parfois cepen- 
dant quelques infusoires ont supporté des doses de 1 pour 15. Ce 
fait n’a rien d’étonnant, étant donné les différences considérables 
qui existent entre le bouillon de veau et le milieu naturel de 
Vinfusoire. On voit aussi que la réaction du bouillon n’a qu’un 
role un peu effacé, et que ce n’est pas le passage d’un milieu 
neutre, comme une infusion fraiche de foin, dans un milieu 
alcalin, tel que le bouillon, qui détermine la mort du Paramecium. 
Si done les toxines tétanique ou diphtéritique ont une action sur 
ce dernier, ce nest pas a leur caractére alcalin qu’elles le 
devront. 

Cela posé, j'ai successivement expérimenté ces deux toxines. 
Ktant donné Videntité des résultats auxquels ces expériences 
mont conduit, je puis résumer dans un seul tableau l’action de 
lune et autre de ces substances : la premiére colonne donne 
les rapports entre les volumes de toxine et de macération. 
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Toxine diphtérique, Toxine tétanique. 
4 2 mort en 9 minutes 5 minutes. 
4 3 4A _ 40 — 
4 4 {h 95 — 4h 37 — 
4 5 4h 20 — 4h 2 = 
4 6 7h = 7h 22 = 
4 8 16h 20 = A6b 5 — 
A AO 27h — 30h ae 
fd 3 jours ! 2 jours et 4/2! 
1 2 PAD), ay, BY) survie indéfinie. survie indéfinie. 


4. Mort des formes normales, survie des formes dégénérées. 


Il résulte de la qu’on peut faire agir sur des infusoires des 
doses de 1 pour 25 et 1 pour 20 de toxine diphtéritique ou téta- 
nique, sans que la mort survienne; celle-ci n’est guére assurée 
qu’a la dose de 4 pour 15. 

Si Pon rapproche cette dose de celle qu’il suffit d’employer, 
quand il s’agit du bouillon ordinaire ou du bouillon neutre, il 
est de toute évidence que, dans les deux cas, la mort est due 
aux principes organiques ou salins du bouillon, milieu anormal 
pour Vinfusoire, et que les toxines diphtéritique et tétanique 
nont absolument aucune influence nocive sur le Paramecium 
aurelia. Nous sommes loin ici de la dose minime de toxine 
reconnue mortelle pour le cobaye. 

J'ai constaté, dans toutes ces expériences, ainsi du reste que 
le montrent les tableaux précédents, que la forme normale de 
Vinfusoire était toujours plus sensible a Vaction du bouillon et 
des toxines que les formes dégénérées, c’est-a-dire les formes 
plus petites qui résultent toujours de la multiplication par 
division des infusoires lorsqu’ils arrivent a la fin de leur cycle 
évolutif. Tandis que dans le bouillon, de méme que dans les 
toxines, la premiére mourait en 2 jours 4 des doses variant 
de 1 pour 20 4 1 pour 15, les secondes continuaient parfaite- 
ment a vivre dans du foin contenant 1 pour 15 et méme 1 pour 
14 de bouillon ou de toxine, pendant plusieurs jours. 

Non seulement les toxines en expérimentation n’empéchent 
pas la conservation du Paramecium, mais elles lui permettent 
méme de se multiplier, ainsi qu’il découle des faits suivants : 


% {nfusoires dans du foin contenant 1 de tox. diphtér. pour 30; aprés 
4 jour en donnent 6. 
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2 de ceux-ci, placés dans du foin contenant 4 pour 25 de tox. diphter. ; 
aprés un jour, en donnent 3. 

Ceux-ci sont placés dans du foin contenant 4 pour 20 de tox. diphter. ; 
morts aprés trois jours. 

2 Infusoires sont placés dans du foin contenant 1 pour 30 de tox. téetan. ; 
aprés 1 jour on en trouve 5. 

Ceux-ci sont placés dans du foin contenant 1 pour 25 de tox. tétan.; 
ils continuent a vivre sans se multiplier. 

2 d’entre eux sont placés dans du foin contenant 1 pour 26 de tox. tétan, : 
aprés 1 jour, morts sans multiplication. 


Des doses de toxine de 1 pour 30 et méme de 1 pour 25 per- 
mettent donc la multiplication de linfusoire; elle est cependant 
moins rapide que dans du foin normal. Ici encore, les formes 
dégénérées se sont montrées plus résistantes que les formes 
normales; elles se multiplient admirablement a la dose de 
1 pour 415. 

Mais si les toxines diphtéritique et tétanique n’ont aucune 
action nocive sur la Paramécie, exercent-elles, & de faibles 
doses, une action attractive sur elle? 

Je me suis servi, pour observer ce fait, de tubes capillaires, 
dont je remplissais, par aspiration, la premiére moitié, d’une 
culture de Paramecies et l’autre moitié de la solution de toxine. 
Quelle que soit la dose employée de cette derniére, jamais je 
nai vu Vinfusoire spécialement attiré par la solution de toxine 
el sy cantonner; au contraire, il voyageait uniformément dans 
tout le tube. 

Kn résumé, les toxines tétanique et diphtéritique n’ont 
aucune action attractive pour les infusoires, tels que le Para- 
mecium aurelia, et ne sont nullement toxiques pour lui. 

Le sérum antidiphtérique, quelle que soit la dose employée, 
n’a jamais donné une plus forte résistance a l’Infusoire vis-a- 
vis de la toxine. 

J’ai fait des expériences du méme ordre avec des levures. 
J'ai employe le Saccharomyces cerevisiv, la levure du vin de Huy, 
et une levure qui avait été isolée des fausses membranes 
retirées de la bouche d’un enfant atteint d’angine diphtéritique. 
Toutes trois m’ont donné les mémes résultats. Ces trois levures 
étaient cultivées soit en eau de touraillon sucrée, soit sur géla- 
tine & Peau de malt. L’observation microscopique étant plus 
facile pour les milieux liquides, je me suis servi de gouttes 


ss 
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pendantes, placées & une température uniforme de 24° C. 
J’ai pu constater que, méme a des doses de 4 pour 2, c’est- 
a-dire dans un mélange de une goutte d’eau de touraillon sucrée 
pour une goutte de toxine pure, il y avait non seulement con- 
servation, mais multiplication des levures. A cette dose 
de 1 pour 2, la multiplication était cependant réduite au quart 
environ de ce qu’elle est dans l’eau de touraillon ordinaire; 
mais, en employant des doses un peu plus faibles, telles que 
1 pour 8 a! pour 10, je retrouvais rapidement le pouvoir nor- 
mal de multiplication. Une goutte pendante contenant 1 pour 8 
de toxine tétanique, par exemple, et 5 a 6 cellules de levure, en 
renfermait des quantités innombrables aprés 3 a 4 jours. 

Kin comparaison avec cette immunité naturelle des infusoires 
et des levures pour les toxines diphtéritique et tétanique, je 
citerai les expériences suivantes dans lesquelles j’ai recherché 
laction du nitrile malonique sur le méme Paramecium. 


Doses de nitrile malonique. 


Dei p.2 a1 p. 60 mort avant un jour. 
De 1 p. 70 a1 p. 900 mort entre 4 et 2 jours. 
De 1 p. 900 a1 p. 1050 aprés 2 jours. 
De 1 p. 1200 survie indéfinie. 


ll faut done descendre, pour permettre a l’infusoire de vivre 
en contact avec cette substance, a une dose infime (1 pour 1200). 
Il m’a paru intéressant de rechercher si ’hyposulfite de soude 
exercait une action curative vis-a-vis du Paramecium, comme il 
en exerce une chez les animaux supérieurs'. Dans le tableau 
suivant, jai consigné quelques-uns des résultats auxquels j'ai 
été conduit : 


Nitrile malon. Hypos. de soude. 
1 p. 1,000 1 p. 100 Les formes normales succombent aprés 
4. jours. 
Les formes dégénérées survivent aprés 
7 jours. 
1 p. 750 Ae) Les formes normales succombent en par- 


tie aprés 4 jours. 
Les autres et les formes dégénérées sur- 
vivent aprés 7 jours. 


1. Heymans, Annales Pasteur, 1897. 
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Dans les cas qui précédent, j’avais en méme temps fait agir 
nitrile et hyposulfite. Dans d'autres cas, j’ai fait agir le second 
un certain temps seulement aprés le premier. C'est ainsi que 
2 infusoires que j’avais placés pendant 2 jours dans une solution 
de nitrile malonique a 1 pour 900, furent mis alors en contact 
avec une solution d’hyposulfite 4 1 pour 90, la mort survint néan- 
moins | jour aprés. 

Dans tous les essais fails avec des doses plus ou moins fortes 
d’hyposulfite de soude, Vaction de ce dernier a toujours été 
incertaine. Elle l’était néanmoins beaucoup moins pour les formes 
dégénérées que pour les formes normales du Paramecium. 


Je crois pouvoir conclure de tout ce qui précéde a Pimmunité 
naturelle compléte des infusoires et des levures a Pégard des 
toxines diphtérique et tétanique, ainsi qu’a l’absence de toute 
chimiotaxie positive ou négative de ces derniéres sur ces orga- 
nismes. 

Je crois pouvoir admettre, d’autre part, que cette immunité 
naturelle des organismes monocellulaires vis-a-vis des toxines 
diphtéritique et Letanique constitue un argument de plus en faveur 
de la théorie daprés laquelle Vimmunité naturelle des animaux 
supérieurs résulterait d’une insensibilité de la cellule vivante vis- 
a-vis des poisons. Pour ces organismes, en effet, il ne peut étre 
question ni d’un pouvoir antitoxique du sang, ni d’ane élimination 
rapide des toxines injectées, puisque ces organismes se meuvent 
dans le milieu toxique et sont par conséquent toujours en 
contact avec lui. HH ne peut done s’agir ici que de Pimmunité 
chistogéne », ainsi que lappelle Behring. Peut-étre les cellules 
des animaux supérieurs, naturellement immunisés, jouissent- 
elles, vis-a-vis des toxines, de propriétés semblables a celles des 
organismes monocellulaires. 


Liége (Institut d’anatomie pathologique et de bactériologie), juin 1898. 


REVUES ET ANALYSES 


eS a ule VIN ©) es 


Il serait impossible de faire ici un exposé complet de tous les tra- 
vaux écrits dans ces derniéres années sur la chimie des albuminoides. 
Impossible par faute d’espace et par manque de cohésion, car dans ce 
domaine scientifique naissent journellement des ceuvres » doctrines 
et méthodes si nombreuses et si différentes que les faire tenir toutes ou 
presque toutes dans une seule revue aurait pour premier résultat de 
rendre cette revue trop indigeste pour qu’elle restdt intéres- 
sante. Je me suis donc borné a signaler quelques points de vue, quelques 
directions et quelques travaux, ne prétendant aucunement épuiser la 
littérature méme sur ces sujets plus spéciaux, voulant indiquer avant 
tout qu’en cette question si complexe de la chimie des albumi- 
noides la science, si elle ne marche pas vite, progresse néanmoins. 

Le point de départ de tout travail de chimie sur une albumine 
quelconque devrait étre, théoriquement, une substance chimiquement 
pure. 

Quiconque a dans sa vie préparé une de ces substances sait com- 
bien est difficile la solution de ce premier probléme. Le moyen qui 
offrait le plus de garanties était 4 coup sir la cristallisation. Diverses 
tentatives heureuses dans cette direction avaient été accomplies de 
longue date par Maschke, Schmiedeberg, Drechsel, Grubler, etc. Ces 
savants avaient fait cristalliser les globulines que l’on trouve dans cer- 
taines graines végétales, globulines se distinguant précisément par 
une grande facilité de cristallisation, soit seules, soit en combinaison 
avec différents métaux. 

Ces essais ont été renouvelés en 1893 par Osborne! qui obtint des 
cristaux de diverses globulines retirées des graines de la noix de Para, 
du chanvre, du ricin, de la courge, du lin et de l’avoine. II réussit ces 
cristallisations, soit par le refroidissement de solutions faites 4 chaud 
dans l’eau salée, soit par la dialyse de ces solutions salines. 

Hofmeister 2, en 1890, était déja arrivé, en suivant la méthode de 


4. American Chemical Journal, tome XIV. — Maly’s Jahresbericht f. Thier- 


chemie, 1893. 
2. Zeitschrift fur physiologische Chemie, Bd. XIV-XV1. 
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Griibler, & faire cristalliser l’albumine du blanc d’ceuf. I dissolvait 
Valbumine débarrassée de la globuline dans des solutions 4 demi-satu- 
rées de sulfate d’ammoniaque, et les Jaissait s’?évaporer lentement. Au 
bout d’un certain temps se déposent dans ces conditions des sphéres 
transparentes ou des agrégats de sphéres qui représentent bientdt la 
presque totalité de ’albumine dissoute. Ce dépdt, soumis trois ou quatre 
foisauméme traitement, se iransforme insensiblement; a cétédessphéres 
apparaissent des aiguilles fines isolées ou groupées en sphérolithes. Kt 
si l’on opére avec précaution, l’albumine se transforme bientdot presque 
toute en aiguilles ou lamelles cristallines. Pour se débarrasser des 
eaux-méres, Hofmeister essore a Ja trompe, puis reprend la masse 
cristalline par l’alcool absolu, qui coagule l’albumine et permet l’éloi- 
gnement des derniers restants de sel par un lavage a l’eau. Ainsi 
coagulés et purifiés, les cristaux d’albumine n’ont guére changé 
d’aspect. Ces résultats d’Hofmeister ont été vérifiés par différents 
auteurs. Un travail trés soigneux de Bondzynsky et Zoja‘ leur donne 
pleine confirmation tout en les complétant. Ces derniers auteurs, par 
des cristallisations fractionnées, ont pu séparer plusieurs produits 
cristallisés, dont les différences de composition centésimale sont telle- 
ment faibles qu’elles rentrent dans les limites d’erreur possible. Au 
contraire, ces fractions présentent des différences assez considérables 
dans deux de leurs constantes physiques, le point de coagulation et le 
pouvoir rotatoire. Ces données confirment l’opinion des auteurs qui, en 
se basant sur les coagulations successives du blanc d’ceuf par ia chaleur, 
ont admis que l’albumine de l’ceuf n’est pas un individu chimique, 
mais un mélange. Mais l’albumine de l’ceuf n’est pas restée la seule 
albumine animale dont on réussit la cristallisation. Bramwell et Paton? 
ont décrit une albumine cristallisant spontanément dans une urine 
pathologique. Giirber, puis Michel et Giirber * ont pu, par un procédé 
peu différent de celui de Hofmeister, faire cristalliser l'albumine du 
sérum de cheval, et l’ont obtenue en beaux prismes hexagonaux, sur- 
montés d’une pyramide a six pans. Moraczewsky‘' prétend avoir 
obtenu des cristaux d’une combinaison de caséine avec le phosphate 
de magnésium. II est curieux de remarquer que, d |’exception de Hof- 
meister, qui dit avoir préparé des cristaux d’albumine ne laissant 
aucune cendre &la combustion, les différents auteurs qui se sont occu- 
pés de lobtention d’albumines cristallisées ont toujours obtenu des 
quantités assez notabies de matiére minérale aprés incinération, ce 


1. Zeitschrift {. physiologische Chemie, Bd. XIX. 

2. Reports from the Laboratory of the Royal College of Physicians Edin- 
burgh, vol. IV, 1892. 

3. Maly’s Jahresbericht f. Thier-chemie, 1895. 

4. Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXI, 
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quiils expliquent, non par un manque de pureté, mais en admettant la 
combinaison de l’albumine avec différents sels minéraux. Dans ces 
derniéres années, divers auteurs ont encore affirmé avoir obtenu soit 
des albumoses, soit des peptones a l’état de poudres cristallines, mais 
sans donner de description précise des cristaux qu’ils auraient obtenus, 

Il est done établi aujourd’hui, de fagon définitive, qu’albumines et 
slobulines, tant animales que végétales, possédent, comme beaucoup 
d’autres substances, un état cristalloide A cOété du colloide. Cette con- 
statation a son importance, car si une solution aqueuse d’albumine est 
capable de déposer des cristaux, on est en droit de la considérer 
comme une solution vraie, et non comme une sorte d’émulsion ou de 
gelée liquide. On pourra donc faire légitimement sur elle les opéra- 
tions pratiquées sur les solutions salines vraies, l’utiliser par exemple 
a la détermination cryoscopique de la grandeur moléculaire de l’albu- 
mine. On s’est posé la question de savoir si ’albumine ordinaire avait 
la méme grandeur moléculaire que l’albumine cristallisée, et l’idée a 
été émise que cette derniére était une dépolymérisation de la pre- 
miére. Les raisons invoquées, telles que les filtrations beaucoup plus 
rapides des solutions d’albumine cristallisée, lespéce d’entratnement 
qu ilfaut faire subir a l’albumine amorphe pourl’amener 4 la cristalli- 
sation franche, peuvent s’expliquer aussi par la présence d’impuretés, 
et jusqu’d présent l’idée manque de base certaine. 

Au point de vue de l’obtention de produits purs, les résultats 
obtenus jusqu’aujourd’hui sont faits pour engager dans la méme voie 
ceux qui veulent aborder|’étude chimique d’une albumine quelconque ; 
car ce mode de préparation, quand il est possible, offre incomparable- 
ment plus de garanties de pureté que les dissolutions et précipitations, 
auxquelles on recourt habituellement. Il serait 4 souhaiter que l’on 
attachat grande importance 4 état de pureté absolue de la substance 
4 étudier, de facona éviter le plus possible les résultats approximatifs, 
suite nécessaire d’un point de départ incomplétement défini. 


* 
* * 


Pour étudier la structure chimique des albuminoides, le chimiste 
posséde ses deux moyens habituels : la synthése et l’analyse. Je ne 
dirai rien des essais de synthése, faits dans ces derniéres années. Les 
substances préparées de toutes piéces par divers auteurs n’avaient 
avec l’albumine que des rapports éloignés et toujours incomplets. 

L’analyse de Valbumine a été tentée par les moyens chimiques 
violents, tels que l’action des bases et des acides forts, et par les 
moyens moins énergiques que nous fournissent les fermentations, 
tant par microorganismes que par enzymes. A priori, ¢c’est aux seconds 
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qu’il faut donner la préférence, car, pour arriver a la connaissance de 
molécules aussi énormes que celle des albuminoides par l’étude des 
fragments qu’elles fournissent sous V'influence d’agents divers, il faut 
que les morceaux obtenus soient encore assez voluminewx pour qu’on 
puisse leur assigner une localisation sdre, dans le grand complexe. 
La reconstruction d’une statue au moyen de ses débris n’est guére 
possible, si ces derniers ne sont plus qu'un gravier menu, dont les 
parcelles n’ont gardé dans leur forme rien qui indiquat les rapports 
primitifs. 

Sous ce rapport, les diastases protéolyliques ont donc un grand 
avantage, car ordinairement leur action est plus lente et moins pro- 
fonde que celle des moyens chimiques ordinaires. Quant aux ferments 
vivants, outre que leur action est souvent plus profonde, elle se com- 
plique souvent de procédures synthétiques, dont il peut étre trés 
difficile de faire la part exacte. 

Un grand progrés dans l'étude des transformations des albumi- 
noides, par les ferments protéolytiques, date des travaux de Kiihne et 
de ses éléves Chittenden et Neumeister. Il est utile, je crois, d’ébau- 
cher dans ses grands traits la conception que s’est faite Kiihne 
de la digestion des albuminoides, avant d’en arriver aux travaux plus 
récents sur la matiére. 

Quand on place, dans un suc gastrique artificiel, dela fibrine ou 
du blanc d’ceuf coagulé, il y a dissolution lente de l’albumine solide, 
avec transformation de ses propriétés physiques et chimiques. 
On distinguait, depuis les travaux de Meisner, divers produits de 
transformation. 

Ce chimiste avait montré que la simple neutralisation du liquide 
résultant d’une digestion pepsique récente suffisait pour précipiter 
une partie des produits solubles : c’était la parapeptone. 

Le liquide filtré contenait un corps albuminoide, soluble dans l’eau 
et les solutions acides, alcalines et salines, non précipitable par la cha- 
leur : la peptone. En réalité, les transformations sont beaucoup plus 
complexes, et différentes dans les digestions pepsique et pancréatique. 

Tout d’abord, si la digestion n’est pas trop rapide, et si l’albumine 
n’est pas fortement coagulée, il peut y avoir, au début des digestions 
pepsique' et trypsique*, une simple dissolution du coagulum sans 
transformation chimique appréciable. L’albumine ou la globuline 
passent en solution en conservant leurs propriétés °, notamment celles 
d’étre coagulées par la chaleur. Voyons maintenant comment se pro- 


1, Hasesrock, Zeitschrift fur phystologische Chemie, Bd XI. 
2. Hermann, Handbuch f. Physiol. 
3. Arruus ET Huser, Archives de Physiologie, XXV. 
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duit la protéolyse dans la digestion pepsique considérée spécialement. 

L’albumine prend tout d’abord les caractéres que lui donnent les 
acides minéraux dilués agissant seuls; elle perd sa coagulabilité par la 
chaleur, elle est précipitée de ses solutions par la neutralisation de 
celles-ci. Ainsi transformée, l’albumine est devenue la parapeptone de 
Meisner, la syntonine ou acidalbumine de Kiihne. La syntonine 
disparait bientét dans le liquide de digestion. Elle s’est transformée 
en peptone vraie de Meisner. D’aprés Ktihne, la transformation est 
complexe, et il y a lieu, pour la comprendre, de tacher d’isoler, par 
des précipitations fractionnées au moyen de sels minéraux, les diffé- 
rents produits qui ont pu prendre naissance. Il établit une premiére sub- 
division entre les corps précipitables par le sulfate d’ammoniaque saturé 
a chaud, en solution successivement neutre, acide et alcaline, et ceux 
qui restent dissous aprés ce traitement. Ces derniers sont les peptones 
vraies. Les autres sont les albumoses. Mais ces albumoses redissoutes 
dans l’eau se laissent encore différencier en primaires et secondaires. 
Les premiéres sont précipitées de leurs solutions : partiellement, par 
Vacide nitrique ou par la saturation au moyen de chlorure de sodium; 
complétement, moyennant certaines précautions‘, par les sels de 
cuivre, sulfate, acétate. Ces divers agents n'ont aucune action sur les 
deutéro-albumoses. Ces derniéres se précipitent partiellement de leurs 
solutions saturées de chlorure de sodium, quand on les acidule par les 
acides acétique ou nitrique. 

Elles ne sont complétement précipitées que par le sulfate d’ammo- 
niaque. Parmi les albumoses primaires s’établit une nouvelle différen- 
ciation entre protalbumoses et hétéroalbumoses, les premiéres solubles 
dans l’eau pure, les secondes exigeant, pour se dissoudre, une certaine 
quantité de sels minéraux. Leur séparation se fait en soumettant ala 
dialyse une solution saline d’un mélange d’albumoses primaires. L’hé- 
téroalbumose se précipite, la protalbumose reste en solution. Ktihne a 
encore proposé les noms de dysalbumose. d’acro-albumose, pour des 
variétés se distinguant par des caractéres de solubilité peu importants 
et dont la situation et la signification sont moins étudiées. D’aprés 
une série de dosages faits 4 différents moments de la digestion, Kiihne 
admet que la syntonine, sous l’action de la pepsine, serait transformée 
en un mélange d’albumoses primaires, celles-ci étant irréductibles 
entre elles, se produisant simultanément et non consécutivement Pune a 
Vautre aux dépens de parties différentes de lamolécule albuminoide, Cette 
opinion se base sur le fait que la protalbumose, soumise a la digestion 
pancréatique, fournit des produits de décomposition analogues 4 ceux 
de l’hétéroalbumose, mais en proportions différentes. Ces deux albu- 
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moses, par l’action ultérieure du suc gastrique, donnent par hydrata- 
tion unedeutéro-albumose, de sorte que la deutéro-albumose, isolée des 
produits de la digestion globale, serait, en réalité, un mélange de la 
deutéro-albumose dérivée de la protalbumose et de celle dérivée de 
Vhétéroalbumose. Par hydratation plus profonde, les deutéro-albu- 
moses fourniraient la peptone définitive. La s’arréte, d’aprés Kiihne, 
action des sucs pepsiques, naturel et artificiel, incapables tous deux 
de scinder la molécule de peptone. 

Si nous examinons maintenant les actions du suc pancréatique, 
nous voyons que les premiers produits d’hydrolyse sont ici les deu- 
téro-albumoses, se formant directement aux dépens des albumines natu- 
relles, sans qu’il soit possible de décéler les albumoses primaires. Les 
deutéro-albumoses subissent ultérieurement Ja transformation en 
peptones. Mais 1a ne s’arréte pas l’action de la trypsine. Elle attaque 
une partie de la peptone et laisse intacte l’autre. Nous aurons a reve- 
nir plus tard sur les produits de désintégration de la peptone, parmi 
lesquels figurent les acides amidés. Ici nous insisterons sur ce fait que, 
d’aprés les vues de Kiihne, peptone pancréatique et peptone gastrique 
sont deux composés différents, la peptone gastrique ou amphopep- 
tone étant le mélange de deux substances, dont l’une, l’hémipeptone, 
est détruite par le suc pancréatique, tandis que l’autre, l’antipeptone, 
lui résiste indéfiniment. L’antipeptone, attaquée par les acides forts ou 
les bases a l’ébullition, fournit d’une maniére générale les mémes pro- 
duits de décomposition que l’hémipeptone. Kiihne admet dans la molé- 
cule albuminoide l’existence de deux proupes : le groupe hémi et le 
groupe anti, différents par leur résistance vis-A-vis des agents hydro- 
lysants. 

Cette conception, a laquelle Kiihne est arrivé par l’étude de la 
digestion par les diastases, se trouve appuyée par |’observation 
antérieure de Schiitzenberger, que les acides minéraux attaquent rapi- 
dement une partie de l’albumine coagulée de l’ceuf, en laissant intact 
un résidu qu'il appelait hémiprotéine. 

Cette hémiprotéine a recu de Kiihne le nom d’antialbumide, et il 
fut constaté par ce savant qu’elle se transforme intégralement en 
antipeplone par l’action du suc pancréatique, sans production d’acides 
amidés. 

L’action du suc pancréatique, comme celle des agents chimiques, 
méne done a la conception de deux groupes, le groupe hémi et le 
groupe anti. Plus haut il a été dit que la digestion pepsique fournit 
deux albumoses primaires, correspondant aussi 4 des groupes préfor- 
més dans la molécule albuminoide. Quels sont les rapports entre ces 
deux ordres de données? Kiihne, se basant sur les résultats de la diges- 
tion trypsique de la protalbumose et de Vhétéroalbumose, croit que 


REVUES ET ANALYSES. ATT 


toutes deux contiennent en méme temps le groupe anti et le groupe 
hémi, la protalbumose étant surtout riche en hémi; Vhétéroalbumose, 
fournissant surtout de l’antipeptone, serait constituée en bonne partie 
par le radical correspondant. 

Nous voyons donc apparaitre, parmi ces produits de la digestion 
autrefois confondus sous le nom de peptone, une série de différencia- 
tions, qui sont de haute importance si elles répondent a la réalité des 
faits. Mais une objection se présente rapidement : on s’est demandé, 
et c’est 14 un probleme d’ordre général dans l’étude des albumines, 
jusqu’’ quel point les résultats fournis par la précipitation au moyen 
des sels minéraux peuvent servir comme base de différenciation entre 
plusieurs albuminoides. Les lecteurs de cette revue se rappelleront 
suffisamment les critiques et les travaux de Duclaux ‘ sur ce sujet, pour 
que j’insiste sur importance de l’objection. Elle a d’autant plus besoin 
d’étre examinée dans le cas présent que différents auteurs, parmi les- 
quels Herth, Hamburger’, ont soutenu que les diverses hémialbu- 
moses de Kiihne et de Chittenden ne sont qu’un seul et méme corps, 
précipité en fractions successives par le traitement qui sert & la diffé- 
renciation des albumoses. Plus récemment, Stokvis*® dénie toute 
signification chimique précise au mot peptone, et en fait l’étiquette 
d’un produit commercial. 

A ces objections, Kiihne a opposé plusieurs arguments. Il prétend 
d’abord que, en réalité, la résistance de plus en plus forte qu’opposent 
les différents produits de la digestion a la précipitation par les sels 
minéraux esten rapport étroit avec leur grandeur moléculaire, eta par 
conséquent sa base dans leur nature chimique. 

Ktil appuie cette assertion sur l’étude des pouvoirs osmotiques des 
différentes albumoses ‘. 

Aprés 24 heures de dialyse dans un courant d’eau, I’hétéroalbu- 
mose avait perdu par diffusion en solution alcaline 5,2 0/0, tandis 
qu’en solution acide ou saline, la perte était insignifiante. La protal- 
bumose en solution aqueuse donnait une perte de 19 0/0, en solution 
chlorhydrique faible, 28,3 0/0; la deutéroalbumose dans l'eau, 10 0/0; 
en solution chlorhydrique, 24, 10/0. Pour autant qu’on puisse tabler sur 
des chiffres accusant d’aussi fortes différences suivant les conditions 
de l’expérience, des trois albumoses l’hétéroalbumose a de beaucoup la 
molécule la plus grosse : viennent ensuite en ordre de décroissance la 
deutéroalbumose et la protalbumose. Ce qu’il y a d’intéressant dans 
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Vexpérience, c’est que la deutéroalbumose doit étre considérée, d’aprés 
Kiihne, comme le mélange des deux albumoses secondaires provenant 
par hydratation des deux albumoses primaires. Or ce mélange se 
trouve étre composé de molécules en moyenne plus grosses que la 
molécule d’une des albumoses primaires dont il dérive, de la protalbu- 
mose. La contradiction apparente se comprend si l’on admet avec 
Kiihne que la deutéroalbumose provenant de ’hétéroalbumose posséde 
une molécule plus volumineuse que la protalbumose. 

Des résultats concordant absolument avec ceux de Kiihne ont été 
obtenus par une voie toute différente. Sabanejeff' ayant déterminé 
Vabaissement du point de congélation de l’eau par l’albumine de l’ceuf 
ef ses dérivés, arrive, en appliquant la formule de Raoult, aux grandeurs 
moléculaires suivantes : 15,000 pour l’albumine, 2,400 pour la pro- 
talbumose, 3,200 pour la deutéroalbumose, environ 400 pour la 
peptone. Nous voyons ici encore que le mélange des deux deutéroalbu- 
moses posséde une moyenne moléculaire plus forte que la grandeur 
dela molécule de protalbumose. 

Ces chiffres sont 4 rapprocher de ceux obtenus par Sjéqvist * dans 
ses études sur la conductibilité électrique de solutions 1/20 normales 
d’acide chlorhydrique, additionnées de quantités connuesd’albumine ou 
d’albumose. 

L’addition de ces corps a pour effet une diminution de la conducti- 
bilité, paralléle dla saturation de l’électrolyte HCl par le non électrolyte 
albumine, diminution aboutissant & un minimum correspondant a la 
neutralisation de l’acide par la base organique. D’ot la possibilité 
théorique de déterminer l’équivalent chimique de Valbumine. Dans 
les recherches de Sjéqvist, l'albumine aurait pour équivalent 800, le 
mélange des albumoses qui constitue la peptone de Witte 600, la pep- 
tone vraie de Kiihne (préparée par digestion trypsique prolongée de la 
fibrine) 250. 

Paol * et Siegfried ‘, ayant déterminé par la méthode de Raoult le 
poids moléculaire de la peptone vraie,sont arrivés le premier au poids 
moléculaire de 203-243, le second de 257, et ils considérent tous deux 
la molécule comme monovalente dans sa combinaison avec les acides. 
Ces résultats sont donc en accord complet avec ceux de Sjéqvist. 

lis s’éloignent davantage de ceux de Sabanejeff. Il est d’ailleurs 
probable que ces premiéres données seront encore modifiées avant 
qu’on puisse les considérer comme solidement établies. Mais l’ensemble 
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des résultats acquis plaide fortement, comme on le voit, en faveur 
de lhypothése de Kiihne, quifaitde la peptone vraie, non précipitable 
par le sulfate d’ammoniaque, l’aboutissant ultime d'une série de scis- 
sions moléculaires opérées par les sucs digestifs, et dont les termes de 
passage seraient les diverses albumoses. 

Une autre preuve'en faveur de l’existence et de l’importance de ces 
différents produits de la digestion des albuminoides nous est donnée, 
d’aprés Kiihne et Chittenden, par la constance de leur apparition. 
Quelle que soit Valbumine qui serve de point de départ, que l’on ait 
eurecours a la fibrine, 4 la globuline du sang, a la myosine, a l’albu- 
mine de l’ceuf, aux globulines cristallisées végétales, toujours on 
pourra isoler, par les mémes procédés, les mémes albumoses et les 
mémes peptones, se caractérisant par les mémes propriétés essentielles, 
ne conservant de leurs origines différentes que quelques particularités 
de peu d’importance. 

Si d’autre part, a l’exemple de Pick’, on tache d’isoler les divers 
produits que contient un milieu de digestion artificielle, non plus 
d’aprés les procédés de Kiihne, mais par la précipitation fractionnée 
au moyen de quantités de plus en plus fortes de sulfate d’ammonia- 
que, on obtient, pour une concentration correspondant & la demi- 
saturation, un précipité dont les propriétés sont celles d’un mélange 
des deux albumoses primaires. Par des concentrations correspondant 
au 2/3 de saturation, 4 la saturation compléte en solution neutre, a 
la saturation compléte en solution acide, se produisent trois précipités 
dont les propriétés sont trés peu différentes entre elles et sont celles 
du mélange des deutéro-albumoses de Kiihne. 

Au point de vue plus strictement chimique, c’est-a-dire envisagées 
dans leur composition centésimale et dans leur fagon de se comporter 
vis-a-vis des réactifs ordinaires des substances albuminoides, les 
albumoses se différencient trés peu entre elles, et elles ont conservé 
d’autre part les propriétés et la composition des albuminoides. Au 
contraire, les peptones s’en écartent assez fortement, Leur composi- 
tion centésimale n’est pas encore exactement connue, les résultats 
d’analyse variant suivant les auteurs. Ce désaccord tient entre autres 
motifs aux grandes difficultés de préparation qui résultent, et de 
Vhygroscopicité excessive de ces corps, et de leur combinaison facile 
avec les acides, les bases, voire méme Valcooi*. Quant a leurs pro- 
priétés chimiques, il s’en faut également de beaucoup qu’on soit 
d’accord & leur sujet. Un premier point qu’il serait trés important de 
fixer de facon définitive, c’est leurteneur en soufre. Tandis que Neu- 
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meister n’admet pas de peptone absolument dépourvue de soufre, 
d’autres auteurs tels que Siegfried ', Schroetter® sont d’un avis oppose, 
et font de cette non-existence du soufre dans la molécule des peptones 
une difference essentielle entre peptones et albumoses. Faut-il voirla 
raison de ce désaccord dans la propriété, observée par Siegfried, que 
posséderait la peptone de pouvoir se combiner a l’acide sulfhydrique 
en solution aqueuse pour donner des composés sulfurés? Un fait en 
tout cas certain, c’est, d’aprés les analyses de Kiihne, le peu de cons- 
tance de la quantité toujours trés faible de soufre que contientlapeptone, 
de 0,3 0/0 a 0,7 0/0. Dans sa facon“de se comporter vis-a-vis des réac- 
tifs ordinaires des matiéres albuminoides, la peptone différe également, 
en plusd’un point, des albumines et des albumoses. Je ne dirai rien des 
réactions de précipitation, sans leur niercependant toute importance, 
surtout quand les différences portent nonsur une seule d’entre elles, mais 
sur un ensemble. Seulement ici encore il y a désaccord entre les 
divers auteurs. Un point admis par Kiihne, Siegfried, Pick, etc., 
c’est l’absence de réaction |vis-a-vis du réactif de Millon, correspon- 
dant, d’aprés Kiihne et Siegfried, & Vabsence de la tyrosine parmi 
les produits de décomposition de l’antipeptone. Pick a également 
noté le manque de la réaction de Molisch, c’est-d-dire le manque 
de coloration violette par l’acide sulfurique et le naphtol, réaction 
quiappartient aux hydrates de carbone etaux albumines et albumoses * 
et serait due, en ce qui concerne ces derniers corps, a l’existence 
dans leur molécule d’un chainon d’hydrate de carbone qui, sous 
laction de l’acide sulfurique, donne du furfurol ‘. 

Cet ensemble de données de différentes natures semble suffisant 
pour admettre avec Kiihne une différenciation chimique certaine 
entre albumines, albumoses et peptones, Et nos connaissances sur 
les albuminoides auraient 4 gagner beaucoup 4a l’étude de ces 
différents composés. On peut donc dire que l’étude de la digestion des 
albumines par les enzymes est, & Vheure actuelle, grossiére- 
ment ébauchée, et que la chimie des albumines aura tout a gagner de 
futures recherches méthodiques et patientes faites dans cette direc- 
tion, 
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